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RESUMO

Introdugdo: O desenvolvimento de testes laboratoriais para o
diagnéstico/classificacdo das diferentes formas clinicas da hanseniase é tema
prioritario em pesquisa. O sequenciamento completo do genoma do
Mycobacterium leprae, avancos em técnicas de clonagem e expressao génica e
novas ferramentas de bioinformatica promoveram a producéo e a disponibilidade
de novas proteinas recombinantes para avaliacdo imunoldgica.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar reatividade sorologica a proteinas
recombinantes do M. leprae em pacientes com hanseniase e controles de duas
areas hiperendémicas para hanseniase do Brasil: Rondondpolis/MT e Vila do
Prata/lgarapé-Acu/PA.

Materiais e Métodos: A presenca de anticorpos IgG para as proteinas
recombinantes do M. leprae (92f, 46f, LID-1, MLO405 e ML1213; 2 ug/ml) e IgM
para o trissacarideo sintético do PGL-1 (NT-P-BSA; 0.01 pg/ml) foi avaliada por
ELISA. Os grupos de estudo incluiram (n=847): pacientes recém diagnosticados
com hanseniase (paucibacilar- PB e multibacilar- MB) virgens de tratamento,
contatos domiciliares de MB (CD), controles saudaveis de area endémica (CS) e
casos antigos de hanseniase MB que concluiram a multidrogaterapia (MDT)
(p6s MDT).

Resultados: Entre os participantes de Rondonopolis/MT (n=764), a
soropositividade de pacientes MB (n=58) foi de 59% para 92f, 81% para 46f,
89% para LID-1, 84% para ML0405; 83% apresentaram IgM para PGL-I. Dentre
10 pacientes MB soronegativos para PGL-lI, 5 reagiram com LID-1 e 4
reconheceram 92f, 46f e ML0405. Entre os pacientes PB (n=93) as taxas de
sororeatividade para as proteinas recombinantes variaram de 5-16% e 8%
apresentaram sorologia anti- PGL-I positiva. Nos CD (n=192) e CS (n=282) as
taxas de reatividade variaram de 3-7%. No grupo pos MDT as taxas de
positividade variaram de 17-45%. Na Vila do Prata a taxa de positividade para as
proteinas recombinantes nos CD (n=36) variou de 3-8% e 11% dos CD
apresentaram anticorpos anti-PGL-l. Entre os individuos pés MDT (n=47) as
taxas de reatividades variaram de 33-50%.

Conclusdes: Taxas de positividade acima de 80% foram detectadas para

proteinas recombinantes do M. leprae- 46f, ML0O405 e LID-1 em pacientes com
hanseniase MB com diferentes caracteristicas genéticas/ étnicas de distintas
regides geograficas. Estes resultados indicam que o desenvolvimento de um
teste sorolégico para hanseniase que associe proteinas recombinantes e PGL-I
tem o potencial de detectar a grande maioria dos pacientes MB provenientes de
diferentes regifes hiperendémicas. O uso deste teste pelo sistema de salde
publica poderd contribuir para o diagnéstico e tratamento precoces da
hanseniase MB que sao cruciais para o controle/eliminacdo da doenca no Brasil.

Palavras chave: hanseniase, sorologia, proteinas recombinantes
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ABSTRACT

Introduction: The development of Ilaboratory tests applicable for the
diagnosis/classification of the different clinical forms of leprosy is considered a
research priority. The completion of Mycobacterium leprae genome together with
new gene cloning/expression techniques and new bioinformatic tools have
promoted the production and availability of new M. leprae recombinant proteins
for immunologic assessment. Goal: This study assessed the serologic reactivity
to M. leprae recombinant proteins among leprosy patients and controls from two
hiperendemic regions in Brazil: “Rondonodpolis/MT” and “Vila do Prata/lgarapé-
Acu/PA” (former leprosy colony).

Material and Methods: IgG antibodies to M. leprae recombinant proteins (92f,
46f, LID-1, MLO405 e ML1213; 2 ug/ml) and IgM antibodies for the PGL-I
synthetic trissacaride (NT-P-BSA; 0.01 ug/ml) were detected by ELISA. The
following study groups were included (n=847): newly diagnosed untreated
leprosy patients (paucibacillary- PB and multibacillary- MB), household contacts
of MB patients (HHC), healthy endemic controls (EC) and former MB that
concluded leprosy multidrug therapy (MDT) (post MDT).

Results: Among participants from Rondonépolis/MT (n=764), the seropositivity of
MB patients (n=58) was 59% for 92f, 81% for 46f, 89% for LID-1, 84% for
MLO0405; 83% were anti-PGL-I positives. Among 10 anti PGL-lI negative MB
patients, 5 recognized LID-1 e 4 had IgG antibodies to 92f, 46f and ML0405.
Among PB leprosy patients (n=93) seropositivity rates to M. leprae recombinant
proteins ranged from 5-16%; 8% were anti PGL-I positives. In the HHC (n=192)
and in the EC groups (n=282) low reactivity rates were detected ranging from 3-
7%. For the post MDT group, positivity rates ranged from 17-45%. Among
participants from “Vila do Prata” 3-8% of HHC were seropositives for recombinant
proteins; 11% were anti- PGL-1 positives. In the post MDT group from “Vila do
Prata” (n=47) 33-50% were seropositives for recombinant proteins.

Conclusion: High positivity rates to M. leprae- 46f, ML0O405 e LID-1 were
detected among MB leprosy patients with different genetic/ethnic profiles from
distinct geographical regions. These results indicate that the development of a
serologic test for leprosy employing both M. leprae recombinant proteins and
PGL-l can potentially detect the majority of MB patients from different
hiperendemic regions. The use of this diagnostic tool by the public health system
can contribute for the early diagnosis and treatment of MB disease which are
crucial for the control/elimination of leprosy in Brazil.

Key words: Leprosy, serology, recombinant proteins.

XVi



1. INTRODUCAO

1.1. Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica que tem como agente
etiolégico o Mycobacterium leprae, um bacilo gram positivo, intracelular
obrigatério que acomete mais freqiientemente macréfagos de pele e células de
Schwann de nervos periféricos (Scollard et al. 2006).

O comprometimento dos nervos periféricos € a principal caracteristica da
hanseniase, conferindo grande potencial para provocar incapacidades e
deformidades fisicas (Ridley & Jopling 1966). Esta caracteristica esta
associada ao estigma, preconceito e exclusdo social contra portadores da
doenca. O termo lepra ainda é utilizado em muitos paises, mas no Brasil foi
substituido por hanseniase devido ao seu carater estigmatizante, através da
Lei N°9.010, de 29 de marco de 1995 (Brasil. Lei 9.010, 1995).

A hanseniase € uma doenca com periodo de incubacdo geralmente
longo, podendo variar em média de dois a dez anos. Acredita-se que bacilos
provenientes das vias aéreas superiores de pacientes baciliferos sem
tratamento representem a forma mais importante de transmissdo da doenca
(Shepard 1960). Estima-se que 95% da populacdo global seja resistente a
infeccdo pelo M. leprae, embora ndo existam técnicas para o diagndéstico de
infeccdo subclinica (Scollard et al. 2006). A hanseniase € uma doenca
associada a pobreza e se mantém endémica apenas em paises em
desenvolvimento. Estudo realizado em 165 municipios do Ceara mostrou que
baixo nivel de escolaridade, desigualdade na distribuicdo de renda, ma nutricdo
e urbanizacdo ndo planejada estdo associadas a hanseniase (Kerr-Pontes et
al. 2004).0 indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é baseado em dados
como expectativa de vida, escolaridade e renda média, seu calculo é realizado
anualmente pelo Programa das Nag¢des Unidas para Desenvolvimento (PNUD)

e sua escala varia de 0- 1, sendo um o melhor indice. O indice é usado como

1



uma referéncia da qualidade de vida e desenvolvimento sem se prender
apenas a indices econdmicos. O pais com mais alto IDH em 2011 foi a
Noruega, que alcancou a marca de 0.943, o Brasil ocupa a posi¢cdo 84° com
um IDH de 0.718. O pior IDH entre os paises avaliados € o da Republica
Democratica do Congo, com indice de 0.286 e os cinco paises com pior IDH
sdo Chade, Mocambique, Burundi, Niger e Republica Democratica do Congo
(PNUD 2011). Destes paises podemos ressaltar que o Brasil, Republica
Democratica do Congo e Mo¢cambique ndo atingiram a meta de eliminacdo da
hanseniase estipulada pela OMS (WHO 2010). A Noruega foi endémica para
hanseniase em meados do século 19 (36.8 casos novos/100.000 habitantes),
entretanto entre 1870 -1920 houve um significativo declinio nas taxas de
incidéncia e raros casos foram registrados a partir de 1920 (0.3 casos
novos/100.000 habitantes). Em 1873 quando o M. leprae foi identificado como
0 agente etioloégico da hanseniase, o isolamento de individuos doentes foi
proposto como uma maneira de diminuir a transmissdo. Entretando, o
isolamento ndo € considerado o Unico responsavel pelo declinio das taxas de
transmissao na Noruega e fatores como melhores condi¢cdes de alimentacéo e
crescimento da renda per capita sdo associados ao controle da hanseniase
neste pais. Importante salientar que nesta época ndo havia tratamento

antimicrobiano efetivo para hanseniase (Meima et al. 2002).

1.2. Epidemiologia

Na década de 1990 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu como meta a eliminacdo da hanseniase como problema de saude
publica no mundo até o ano 2005. A eliminacéao foi definida como a reducéo da
taxa global de prevaléncia abaixo de um caso a cada 10.000 habitantes (WHO
1991). Com a introducdo da multidrogaterapia (MDT), a partir da década de
1980 (WHO 1982), a prevaléncia global de hanseniase reduziu em mais de
80% nos ultimos 30 anos. Em 1985 foram registrados 5.400.000 pessoas com
hanseniase no mundo, uma prevaléncia de 10 casos a cada 10.000 habitantes,
em 2005 houve um significante declinio nas taxas de prevaléncia, sendo
registrados 211.845 casos, com taxa de prevaléncia global menor que um
caso/10.000 habitantes (WHO 1988; WHO 2005).

O boletim anual da OMS informou que prevaléncia global de hanseniase
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registrada no ano de 2010 foi de 228.474 casos (0.39 casos/10.000
habitantes). Esses dados mostram que a meta de prevaléncia global de menos
de um caso de hanseniase para cada 10 mil habitantes foi atingida. Porém
alguns paises (Brasil, Republica Democratica do Congo, Madagascar,
Mocambique, Nepal e Tanzénia) ainda n&o atingiram a meta de eliminagéo
estipulada pela OMS (WHO 2010). A alta prevaléncia nestes paises demonstra
transmissao ativa do M. leprae apesar da estratégia de eliminacdo baseada na
MDT (Fine 2006). No Brasil no ano de 2010 foram registrados 34.894 casos
novos de hanseniase (WHO 2011) e no estado de Goiads o coeficiente de
prevaléncia foi de 3,3 casos/10 mil habitantes, correspondendo a média
endemicidade (Ministério da Saude/Sistema Nacional de Vigilancia em
Saude/Relatorio de Situagédo Goias 2011).

A estratégia atual da OMS é reduzir o numero de casos Nnovos
diagnosticados com grau de incapacidade dois para taxas =35% em todo
mundo até o final de 2015. O grau de incapacidade é determinado a partir da
avaliacdo neuroldgica dos olhos, maos e pés e tem seu resultado expresso em
valores que variam de O (zero) a Il (dois). No grau zero, 0 paciente nao
apresenta perda de sensibilidade ou deformidades fisicas. O grau um ¢é
caracterizado pela presenca de regides anestésicas, sensibilidade corneana
diminuida e auséncia de deformidades fisicas. O grau dois € caracteriza-se
pela presenca de mado em garra, pé caido, reabsorcdo Ossea e alteracoes
como lagoftalmo e/ou ectropio nos olhos (Ministério da Saude 2002). Espera-se
gue esta meta global, estimule atividades que reduzam atrasos no diagnostico

e favoreca a administracao imediata da MDT (WHO 2009).

1.3. Mycobacterium leprae

O M. leprae foi descrito pela primeira vez pelo médico noruegués
Gerhard Amauer Hansen em 1873, em nodulos de pacientes lepromatosos,
representando a primeira associacdo convincente de um microorganismo com
uma doenc¢a humana (Lowy & Ridley 1954).

O M. leprae é um bacilo ndo cultivAvel em meios de cultura axénicos
(artificiais) e seu crescimento € restrito a modelos animais, incluindo tatus e
camundongos. Em 1960 Shepard obteve crescimento de M. leprae derivado da

mucosa nasal de pacientes lepromatosos em coxim plantar de camundongos
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(Shepard 1960). O tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) é
naturalmente suceptivel a infeccdo pelo M. leprae, estes animais adquirem uma
infeccdo progressiva e sistémica com disseminagdo para pele, linfonodos,
figado e bago. Nos Estados Unidos tatus encontrados em Louisiana, Texas e
Mississippi se apresentavam naturalmente infectados pelo M. leprae (Walsh et
al. 1981; Walsh et al. 1986; Truman 2005 ).

A transmissdo experimental em macacos das espécies Rhesus,
Mangabey e African Green representam bons modelos animais para
hanseniase, mas estes primatas ndo fornecem grandes quantidades de
antigenos (Wolf et al. 1985).

A taxa de duplicacdo do M. leprae € extremamente lenta quando
comparada a de outras bactérias, apresentando um ciclo replicativo de 12,5
dias em meédia. A temperatura 6tima para seu crescimento € de 27°C a 30°C,
gue é concordante com a observacao clinica de crescimento preferencial em
locais mais frios do corpo como pele, mucosa nasal e nervos periféricos
(Jacobson & Krahenbuhl 1999).

O M. leprae € um bastonete reto ou levemente curvo, alcool- acido
resistente. Nos esfregacos de pele e nos cortes histopatologicos os bacilos
podem ser vistos isolados ou em grupamentos. Em decorréncia da infeccao
pelo M. leprae ocorre reducdo na producdo de mielina pelas células de
Schwann infectadas e destruicdo por reacfes imuno-mediadas, gerando dano
neural e perda de sensibilidade (Ridley & Jopling 1966).

As células de Schwann fornecem um ambiente favoravel a sobrevivéncia
do M. leprae, devido a uma menor resposta do sistema imune nestas células e
pelo fato das células de Schwann ndo possuirem capacidade de produzir
moléculas antimicrobianas capazes de limitar o crescimento do bacilo. Além
disso, a barreira entre o sangue e 0s nervos limita a acdo de drogas
antimicrobianas (Rambukkana 2001).

A parede celular do M. leprae é constituida de uma camada de
peptideoglicano associado por ligacBes covalentes a arabinogalactana. Os
acidos micoélicos, lipideos caracteristicos do seu envelope celular, estdo ligados
a residuos terminais de arabinose da arabinogalactana. Sua camada mais
externa € composta por moléculas como o tiocerol dimicocerosatos (PDIMSs),

fosfatidil-inusitol, manosideos, lipomanana (LM), lipoarabinomananas (LAM) e
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grandes quantidades de glicolipideos fendlicos (PGLs) (Scollard et al. 2006). O
M. leprae possui trés tipos de PGLs (PGL-I, -Il, -1ll), sendo que o PGL-I confere
especificidade imunolégica ao M. leprae e é altamente antigénico. Os outros
dois PGLs sao produtos autoliticos do PGL-I (Spencer & Brennan 2011).

Estudos sugerem que o PGL-I se liga especificamente ao dominio G da
cadeia a2 da laminina das células de Schwann, sugerindo o envolvimento do
PGL-I nas interac6es do bacilo com os nervos periféricos (Rambukkana et al.
1997; Rambukkana 2000). Outra molécula essencial para a interacdo entre o
bacilo e a célula de Schwann é a a-distroglicana que funciona como receptor
para laminina dentro da membrana celular (Rambukkana et al. 1998). O PGL-I
também esta envolvido na protecdo do M. leprae dos mecanismos
antimicrobianos do macréfago por meio da inativacdo de espécies reativas do
oxigénio (Neill & Klebanoff 1988).

1.4. Genoma do M. leprae

Em 2001 o grupo de pesquisa do Doutor Steward Cole publicou a
sequéncia do genoma completo do M. leprae. Este genoma contém 3.268.203
pares de base e um conteudo de G+C (Guanina + Citosina) de 57,8% (Cole et
al. 2001). Estes valores sdo muito menores do que os encontrados no genoma
do Mycobacterium tuberculosis, que possui 4.411.532 pares de base e 65,6%
de G+C (Cole et al. 1998). Somente 49,5% do genoma do M. leprae possui
genes codificadores de proteinas, 27% do genoma sao pseudogenes e 0S
23,5% restantes correspondem a sequéncias regulatérias ou remanescentes
de genes mutados. A distribuicdo dos pseudogenes é aleatéria e quando estes
sdo excluidos, restam 1.604 genes potencialmente ativos, sendo que 1.439 séo
comuns ao M. tuberculosis. Dos 165 genes sem ortélogos no M. tuberculosis,
somente 29 possuem func¢des definidas (Cole et al. 2001).

Considerando-se a existéncia de um ancestral comum para as
micobactérias, uma extensa diminuicdo de tamanho do genoma e rearranjos
devem ter ocorrido durante a evolugdo do M. leprae. A analise comparativa dos
proteomas do M. tuberculosis e M. leprae detectou 391 proteinas soluveis, em
comparagao com 1.800 no M. tuberculosis, confirmando que os pseudogenes
sao inertes. Durante o processo evolutivo o bacilo de hansen parece ter
perdido mais de 2.000 genes (Cole et al. 1998; Cole et al. 2001).



Varios microbiologistas tentaram obter o crescimento do M. leprae em
cultura axénica e somente ap0s a decodificacdo do genoma foi possivel
entender que a perda macica de genes reduziu sua capacidade metabolica de
maneira que ele se tornou um bacilo intracelular obrigatorio e altamente
especializado. Comparativamente o metabolismo lipidico do M. leprae é bem
menor do que o do M. tuberculosis (Cole et al. 2001).

A analise da diversidade genética e filogeografia de cepas do M. leprae
de diversas regides do globo foi feita em 2009 pelo grupo do Dr. Stewart Cole.
Foram genotipadas 175 cepas de M. leprae, provenientes de 21 regides
geogréficas representando os cinco continentes do globo. Foram analisadas
em diferentes cepas do M. leprae a distribuicdo de polimorfismos de base Unica
(Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs). Os SNPs séo alteracbes da
sequéncia de DNA que ocorrem quando um unico nucleotideo (A, T, C, ou G)
na sequéncia do genoma é trocado. A andlise demonstrou uma variabilidade
genética e filogenética extremamente baixa entre as diferentes cepas do M.
leprae, as quais sdo pertencentes a um dos quatro padrées de SNPs (Monot et
al. 2009).

Este estudo mostrou também uma correlacdo entre a origem geografica
do isolado e o perfil de SNPs encontrados. Os resultados mostram 4 padrdes
de SNPs de acordo com a regido geogréafica. O padrdo de SNP tipo 1 ocorre
predominantemente na Asia, regido do pacifico e leste da Africa. O padréo de
SNP tipo 2 foi detectado na Etiopia, Malawi, Nepal e norte da india. O padr&o
de SNP tipo 3 aparece na Europa, norte da Africa e América. O Padréo de SNP
tipo 4 ocorre no Caribe e na Africa Oriental.

Conclusbes sobre a analise filogeografica dos isolados sugeriram que a
disseminacdo do bacilo provavelmente ocorreu por meio de soldados de
Alexandre, o Grande (Século IV a.C) que invadiram a Africa e depois voltaram
para a Europa e Oriente Médio, assim como pelo trafico de escravos e
migracéo dos povos. A rota comercial entre Europa e Asia conhecida como rota
da seda apresentou papel na disseminacdo da doenca da Europa para o
Extremo Oriente (Monot et al. 2009).



1.5. Imunologia da Hanseniase

Em humanos o perfil da resposta imune frente a infeccéo pelo M. leprae
determina o0 curso da doenca e o desenvolvimento das diferentes formas
clinicas. Tendo em vista que a principal forma de transmissédo do bacilo ocorre
pelas vias respiratorias, as células dendriticas da mucosa nasal do hospedeiro
devem representar as primeiras células do sistema imune que reconhecem o
bacilo por meio dos receptores de reconhecimento padréo (PRR) (Demangel &
Britton 2000).

Dentre os PRR que participam do reconhecimento do M. leprae temos
0s receptores das proteinas do complemento CR1 (CD35) e principalmente
CR3 (CD11b/CD18) que se ligam ao PGL-l (glicolipideo fendlico |1 ou
fenoglicolipideo) promovendo a fagocitose do M. leprae (Tabouret et al. 2010).

Os receptores Toll-like (TLR) sdo cruciais para o reconhecimento de
microorganismos por macrofagos e células dentriticas durante a resposta
imune inata (Hart & Tapping 2012). Até o momento ja foram identificados dez
TLRs em humanos, nomeados de TLR 1-10. Os heterodimeros de TLR2-TLR1
e 0s homodimeros TLR2 e TLR4 s&o essenciais para o reconhecimento de
micobactérias (Scollard et al. 2006). Esses receptores estimulam a producao
de peptideos e proteinas antimicrobianas, citocinas como IL-1f, IL-6, TNF-a e
guimiocinas que coletivamente induzem a uma resposta inflamatdéria local, além
de aumentar a fagocitose e morte mediada por macrofagos ativados (Pasare &
Medzhitov 2004).

O heterodimero (TLR2-TLR1) foi mais fortemente expresso em lesées
da forma tubercul6ide quando comparado com lesdes da forma lepromatosa
(Montoya & Modlin 2010). Dois SNPs no TLR4 foram associados com efeito
protetor para hanseniase. E polimorfismos no TLR9 que reconhece CpG DNA
também foi associado a resisténcia a infeccdo. Os polimorfismos genéticos
através de delecfes ou inser¢cdes em TLR2 foram associados com maior risco
de desenvolver reacédo reversa (Hart & Tapping 2012).

As células de Schwann expressam em sua superficie 0s receptores
TLR1 e TLR2. A ativacdo destas células via TLR2 pela proteina de 19 kDa do
M. leprae induziu a apoptose, sendo este efeito reduzido pelo bloqueio com

anticorpos anti-TLR2. O papel das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-8 na apoptose



mediada por TLR2 ainda ndo esta claro. A apoptose gera injuria nervosa e
perda de sensibilidade, contudo € uma via que aumenta a liberacdo de
antigenos intracelulares que podem ser fagocitados por macréfagos e células
dentriticas e assim ativar a resposta imune adaptativa (Oliveira et al. 2003).

Os Receptores “Scavenger” de macrofagos (CD36) podem se ligar a
moléculas de fosfolipidio oxidado da parede celular do M. leprae, facilitando a
fagocitose do bacilo (Mosser & Edwards 2008). Lesbes tuberculdides
expressam IL-15, enquanto lesbes lepromatosas expressam IL-10. Macréfagos
estimulados por IL-10 realizam fagocitose excessiva de bacilos via receptores
scanvenger e receptores de manose, mas apresentam atividade microbiana
limitada, dessa forma o bacilo se acumula dentro do macréfago. Ja macréfagos
estimulados por IL-15 apresentam uma atividade fagocitica menor, entretanto
apresentam vias antimicrobianas dependentes da vitamina D e conseguem
eliminar os bacilos fagocitados (Montoya et al. 2009).

Dentre os PRRs para patogenos intracelulares, temos o receptor NOD2
(nucleotide binding oligomerization domain 2), um receptor citoplasmatico
pertencente da familia de receptores NOD-like (NLR). Foram identificados 22
receptores NLR em humanos e 33 em camundongos, envolvidos na deteccéo
de patdgenos no citoplasma e ativacédo de cascatas inflamatorias (Pedra et al.
2009). Como o M. leprae tem replicacdo intracelular foi proposto que esses
receptores desempenhem papel no reconhecimento do bacilo. O receptor
NOD2 reconhece peptideoglicano, incluindo o derivado de micobactérias como
o M. leprae pela ligacdo a dipeptideos muramil (MDP) presentes no
peptideoglicano. O MDP é capaz de ativar o inflamassoma, um complexo
multiproteico composto por NLRs, proteina adaptadora ASC (proteina
associada a apoptose contendo dominios CARD- dominios de recrutamento e
ativacdo de caspases) e a molécula central do complexo: a caspase -1. Apos
ativacdo do complexo ocorre a clivagem de pro-citocinas pela caspase-1 e
secrecdo das formas ativas de IL-1p, IL-18 e IL-33 (Chen & Pedra 2010; Modlin
2010). A relevancia de NOD2 na patogénese da hanseniase foi demonstrada
em um estudo de associacdo de genoma completo (Genomewide Association
Study) realizado com 706 pacientes com hanseniase e 1225 controles
saudaveis recrutados no leste da China (Zhang et al. 2009). Este estudo

identificou uma associagéo significativa entre a manifestacdo de hanseniase
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multibacilar e SNPs nos genes CCDC122, C130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-
DR e RIPK2 e uma tendéncia para uma associacdo com um SNP no gene
LRRK2. Este estudo sugere que os SNPs em NOD2 e RIP2 estdo entre os
mais relevantes na suscetibilidade a desenvolver hanseniase multibacilar.

A célula dentritica deve ser a primeira célula da imunidade inata a
encontrar o bacilo. Apdés o reconhecimento e fagocitose do M. leprae pode
ocorrer a liberacdo de citocinas e quimiocinas que regulam a inflamacéo e
modulam a resposta imune adaptativa para o tipo Thl ou Th2 (Scollard et al.
2006). A polarizacdo da resposta imune para o tipo Thl é eficaz para
destruicdo do bacilo e confere resisténcia a doencga, a qual se apresenta de
forma mais localizada. Ja a polarizacdo da resposta imune para o tipo Th2 ndo
€ eficaz para destruir os bacilos, pois induz producdo de anticorpos que sao
ineficazes contra bacilos intracelulares, conferindo susceptibilidade a
hanseniase que tende a se apresentar de forma disseminada (Arnold & Flad
1990; Britton 1993).

No polo tuberculéide da hanseniase, a resposta predominante é do perfil
Th1l com producédo das citocinas proinflamatérias, como IFN-y, TNF-a, IL-12,
IL18, IL-23 e IL-2, que sdo responsaveis pela manutencdo da resposta imune
celular com intensa atividade fagocitica e destruicdo dos bacilos (Barnes et al.
1992; Murphy et al. 2003). Entretanto, a resposta imune celular gerada pode
ser maléfica para as células adjacentes infectadas ou néo. A leséo neural e a
perda de sensibilidade sdo consequiéncias imunopatoldégicas de resposta do
tipo Thl (Yamamura et al. 1992) .

O IFN-y € bem conhecido por suas atividades microbicidas, aumentando
a producao de intermediéarios reativos do oxigénio e nitrogénio por macréfagos,
estimulando-os a eliminar os microorganismos fagocitados. A atenuacédo de
uma resposta Thl, pela interferéncia na producdo ou acédo do IFN-y afeta a
capacidade de eliminacdo de microorganismos intracelulares (Boehm et al.
1997). A expressao de IFN-y apresentou maiores niveis em lesdes TT quando
comparadas as lesdes LL (Cooper et al. 1989; Yamamura 1991; Moubasher et
al. 1998; Stefani et al. 2003).

A IL-12 foi inicialmente descrita com fator estimulador de células natural

killer (NK), devido a sua capacidade de ativar as células NK, aumentando a



funcéo citotdxica destas células e estimulando-as a liberar IFN-y. A IL-12 dirige
a diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ para o perfil Thl, consequentemente
iniciando a imunidade mediada por células (CMI) (Scott 1993; Spellberg &
Edward 2001).

O TNF-a € uma citocina proinflamatoria, que ativa o fator nuclear kB
(NF-xB), que é importante na patogénese de infeccdes por micobactérias. O
nivel desta citocina € maior no soro de pacientes com a forma tubercul6ide do
gue em pacientes lepromatosos. Esta citocina participa da imunidade protetora
na hanseniase contribuindo para a formacgéo do granuloma, mas por outro lado,
seus efeitos podem resultar em imunopatologia, tais como dano aos nervos
periféricos e necrose tecidual (Barnes et al. 1992; Khanolkar-Young et al. 1995;
Roach et al. 2002).

Na forma lepromatosa ocorre o desenvolvimento de imunidade do tipo

humoral (Th2), com vigorosa producéo de anticorpos (Yamamura et al. 1991).
A subpopulacéo de linfécitos Th2 produz principalmente IL-4, IL-13 e IL-5 que
estimulam a proliferacdo de linfocitos B e sua diferenciacédo em plasmécitos.
Os antigenos PGL-I e lipoarabinomanana (LAM) apresentam funcéo
supressora na ativacdo dos macréfagos, favorecendo a polarizacdo para
resposta do tipo Th2 com a producdo de citocinas supressoras como fator de
crescimento transformador- B (TGF-B), IL-10 e IL-4 (Foss 1999).

Varias subpopulacdes de linfocitos T CD4+ tem sido descritas, entre elas
as células T regulatorias (Sakaguchi et al. 1995), que sdo caracterizadas
fenotipicamente pela expressdo de CD25 (cadeia o do receptor para IL-2) e
pelo fator de transcricdo Foxp3 (Sakaguchi & Powrie 2007). As células T
regulatérias sdo responsaveis pela imunomodulacdo e homeostasia, evitando
respostas exacerbadas e dano tecidual ao hospedeiro. Estas células séo
capazes de produzir citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B e
induzem supressdo mediada por contato célula-célula por meio da molécula
CTLA-4 (antigeno associado a linfocito citotoxico- 4) (Maloy & Powrie 2001).

Na hanseniase um maior numero de células T regulatorias foi
observado na circulacdo sanglinea de pacientes do que nos controles
saudaveis. E em relagdo as formas clinicas da hanseniase, uma maior

porcentagem desta populacdo celular € encontrada nos pacientes com
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hanseniase tuberculéide em comparacdo com o0s pacientes do polo
lepromatoso da doenca. Nos pacientes do pélo tuberculdide as células T
regulatérias poderiam regular a resposta imune frente ao patégeno. Ja no polo
lepromatoso a pequena expressdo das células T regulatorias favorece a
progressédo da doenca e uma resposta imune humoral exacerbada (Attia et al.
2010).

Outro estudo avaliou a presenca de células T regulatorias em lesdes de
pele de pacientes com hanseniase (Massone et al. 2010). Em pacientes TT e
BT, as células Foxp3 positivas foram encontradas dentro e no contorno do
granuloma. Ja nos pacientes BL e LL essas células estavam espalhadas
difusamente no infiltrado de macréfagos. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa na expressao de Foxp3 nas lesbes de pele das diferentes formas
clinicas (TT, BT, BL e LL), mas houve uma tendéncia (p= 0.042) de aumento
na coloracdo FoxP3 em bidpsias de pacientes com reacdo hansénica tipo | em
comparacdo a pacientes com reacdo hansénica tipo Il e em pacientes sem
reacdo. Desta forma, os autores sugerem que as células T regulatorias
desempenhem papel patogénico na hanseniase, limitanto a habilidade do
sistema imune responder de forma efetiva ao M. leprae.

Um recente estudo avaliou em paralelo a expressao de células T
regulatérias na circulacdo e em lesdes de pacientes com hanseniase, contatos
domiciliares e controles saudaveis (Palermo et al. 2012). Uma maior proporcéo
de células T regulatérias e IL-10 foram encontradas na circulacdo de pacientes
lepromatosos. Ja a producdo de IFN-y e resposta linfoproliferativa foram
maiores entre 0s pacientes com hanseniase tuberculéide. Resultados similares
foram obtidos nas lesfes de pele, com duas vezes mais células T regulatorias,

IL-10 e CTLA-4 nas lesdes de pacientes lepromatosos.
1.6. Formas Clinicas da Hanseniase

A hanseniase € uma doenca espectral, onde a resposta imune do
hospedeiro determina o desenvolvimento das diferentes formas clinicas (Ridley
& Jopling 1966). Geralmente se manisfesta através de lesGes de pele com
alteracdo de sensibilidade. As lesGes geralmente se apresentam como
manchas eritematosas ou hipocrémicas, infiltraces, nodulos, tubérculos ou

placas (Jopling 1971). As alteracdes de sensibilidade (tatil, térmica e dolorosa)
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podem ser causadas pela acdo do bacilo nos nervos ou pela resposta do
sistema imune frente ao bacilo (Ridley & Jopling 1966; Sehgal et al. 1977). A
neurite pode levar a perda da forga muscular, com posterior paralisia, 0 que
pode originar incapacidades e deformidades fisicas permanentes (Ministério da
Saude 2001a).

Em 1966 Ridley e Jopling propuseram um método para classificacao da
hanseniase em formas polares e intermediarias. Esta classificacdo é utilizada
para fins cientificos e €& baseada em critérios clinicos, baciloscopico,
histopatoloégico e imunolégico. De acordo com estes critérios a hanseniase
pode ser classificada em formas polares: tubercul6ide (TT) e lepromatosa (LL)
e em formas intermediarias: borderline-tuberculdide (BT), borderline (BB) e
borderline-lepromatosa (BL). As formas polares TT e LL sdo consideradas
imunologicamente estaveis (Ridley & Jopling 1966). Hanseniase Tuberculoide
(TT): apresenta maior resisténcia ao bacilo devido ao desenvolvimento de forte
resposta imune celular especifica (RIC) e fraca producdo de anticorpos. Os
pacientes geralmente apresentam poucas lesdes de pele com sensibilidade
reduzida, na forma de placas ou manchas bem delimitadas. Na hanseniase TT
pode ocorrer perda de pélos e anidrose. A baciloscopia € negativa e no exame
histopatoldgico de lesdes de pele observa-se a formacao de granulomas bem
delimitados com presenca de células epitelidides, células gigantes
multinucleadas (Langhans) no centro da lesdo circundadas por um halo denso
de linfocitos (Ridley & Jopling 1966).

A hanseniase lepromatosa (LL) € caracterizada por alta producdo de
anticorpos e resposta imune celular especifica fraca ou ausente e corresponde
ao polo de baixa resisténcia ao M. leprae. As lesbes apresentam limites
imprecisos e sdo do tipo papulas, nodulos, placas ou tubérculos, podendo
apresentar ulceracdes e infiltracdes difusas, sendo mais acentuadas na face e
nos membros. O exame histopatolégico evidencia um infiltrado celular
composto de histidcitos multivacuolados com citoplasma contendo grande
guantidade de lipideos, o que confere a essas células aspecto espumoso,
sendo conhecidas como células de Virchow. Nos pacientes LL a baciloscopia é
fortemente positiva, portanto estes pacientes ndo tratados representam um
importante foco infeccioso e reservatorio do bacilo (Ridley & Jopling 1966).

As formas intermediarias da hanseniase mesclam caracteristicas dos
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polos estaveis da doenca (TT e LL), apresentando grande instabilidade
imunolégica. A hanseniase borderline-tubercul6ide (BT) apresenta lesdes de
pele bem delimitadas e um maior nimero de lesbes e de troncos nervosos
acometidos que na forma TT. O histopatoldgico revela granuloma formado por
células epitelidides, células de Langhans e observa-se um halo de linfocitos. A
baciloscopia geralmente € negativa ou apresenta raros bacilos (Ridley &
Jopling 1966).

A hanseniase borderline (BB) é também conhecida como forma dimorfa
e caracteriza-se por poucas lesdes de pele com limites externos imprecisos, ou
ainda multiplas les6es bem definidas, “porosas”, conhecidas como lesdes em
‘renda” ou “queijo suico” (Ridley & Jopling 1966). A baciloscopia geralmente é
positiva. Ao exame histopatoldgico observa-se a presenca de bacilos e células
epitelidides. As células gigantes e os linfécitos em geral sédo escassos e pode
se observar edema intra e inter celular. A hanseniase borderline- lepromatosa
(BL) é caracterizada por lesbes numerosas e disseminadas, que apresentam
bordas mal definidas. A baciloscopia é positiva e no histopatolégico sé&o
visualizados macrofagos nao diferenciados e grande quantidade de bacilos
(Ridley & Jopling 1966).

Em 1991 a OMS propds uma classificacdo simplificada com base no
namero de lesbes de pele, para fins operacionais e para definicdo do
tratamento especifico. O tratamento da hanseniase compreende regimes de
multidrogaterapia (MDT) que incluem uma combinacdo de drogas bactericidas
como a rifampicina e drogas bacteriostaticas como a dapsona e clofazimina
gue associadas minimizam a selecdo de cepas resistentes. Segundo esta
classificacdo os pacientes com hanseniase PB apresentam até 5 lesdes de
pele e incluem as formas TT e BT. O esquema terapéutico para pacientes PB
recomendado pela OMS inclui uma dose mensal supervisionada de rifampicina
(600 mg) e doses diarias auto-administradas de dapsona (100 mg) durante 6
meses. Pacientes multibacilares (MB) apresentam mais de 5 lesdes de pele e
incluem as formas BB, BL e LL. Para pacientes MB o tratamento preconizado
pela OMS é de 12 meses, com uma dose mensal supervisionada de rifampicina
(600 mg), clofazimina (300 mg) e dapsona (100 mg) e doses diarias auto-

administradas de clofazimina (50 mg) e dapsona (100 mg) (WHO 1991).
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1.7. Reagdes Hansénicas

O curso crénico da hanseniase pode ser interrompido por complicacdes
inflamatoérias agudas denominadas reag¢es hansénicas. Os quadros reacionais
podem ocorrer antes, durante ou apés a MDT (Kumar et al. 2004). Nao raro o
paciente procura atendimento médico e € diagnésticado durante o episddio
reacional, j& que muitas vezes o quadro reacional leva o paciente a
hospitalizagéo.

As reacdes hansénicas ocorrem em aproximadamente 30% dos
pacientes com hanseniase e podem acometer qualquer forma clinica da
doenca, porém sdo mais frequientes em pacientes com as formas LL, BL, BB e
BT. Durante a reacdo hansénica pode ocorrer dano neural com subsequente
perda de sensibilidade, paralisias e deformidades fisicas irreversiveis. Portanto,
as reacOes devem ser rapidamente diagnosticadas e tratadas (Scollard et al.
2006). Existe um grande interesse em se identificar marcadores clinicos e
laboratoriais que identifiquem pacientes com risco de desenvolver reacdo. As
reacdes hansénicas podem ser iniciadas por fatores como: infeccbes
intercorrentes, vacinagao, gravidez, puerpério, uso de medicamentos iodados,
estresse fisico e emocional (Cuevas et al. 2007; Walker & Lockwood 2008).

Existem duas formas principais de reacdes hansénicas, as quais
apresentam diferentes mecanismos imunoldgicos envolvidos. A reacéo do tipo |
(RT1) ou reacao reversa (RR) é caracterizada por um aumento da resposta
inflamatoria local, tanto nas lesdes de pele como nos nervos. A RT1 afeta
predominantemente pacientes com as formas intermediarias (borderline),
sendo esta classificacdo considerada fator de risco para o desenvolvimento de
reacdo tipo | (Roche et al. 1991). Entretanto, uma pequena proporcado de
pacientes com formas polares (TT e LL) podem desenvolver esse tipo de
reacdo (Kumar et al. 2004). A RT1 pode ocorrer em qualquer periodo, mas
frequentemente ocorre durante a MDT ou durante o puerpério (Duncan 1993).
Entre fatores de risco para desenvolvimento da reacdo tipo | estdo o género
feminino e mdltiplas lesées no momento do diagndstico (Walker & Lockwood
2008; Kumar et al. 2004; Stefani et. al 2009). A RT1 resulta de aumento na
resposta imune celular aos antigenos do M. leprae e geracdo de resposta

inflamatoria local com aumento da atividade microbicida do macréfago (Little et
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al. 2001). Na RT1 ocorre participacdo ativa de linfocitos T, com producéo de
citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) e citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a. O TNF-
o foi considerado uma das principais citocinas iniciadoras do dano neural
(Khanolkar-Young et al. 1995; Moraes et al. 1999). O tratamento para RT1
consiste no uso de corticoesterdides orais em doses baixas por semanas ou
meses. Geralmente sdo utilizadas doses diarias de 40 mg de prednisona, apds
a melhora do quadro reacional a dose deve ser diminuida em 5 mg a cada
duas ou quatro semanas (Walker & Lockwood 2006).

A reacao do tipo Il (RT2) ou eritema nodoso hansénico (ENH) ocorre em
pacientes multibacilares (BL e LL) que sao caracterizados por imunidade
celular fraca ou ausente ao M. leprae (Scollard 2006). Os fatores de risco para
desenvolvimento da RT2 sao: classificacdo LL, género feminino e alto indice
baciloscopico (>3) (Kumar et al. 2004). Geralmente a RT2 tem inicio abrupto,
0s nodulos eritematosos podem se desenvolver na face, extremidades ou
tronco, sem predilecdo pelas lesbes pré-existentes. Os pacientes com RT2
geralmente apresentam febre, dores nas articulacbes, mal-estar, linfomegalia,
edema de maos e pés, neurites e hepatoesplenomegalia (Smith 2000). O curso
natural da reacéo tipo Il € de 1 a 2 semanas, periodo em que 0s noédulos
regridem com a administracado de farmacos especificos, mas alguns pacientes
podem apresentar mdultiplos episédios recorrentes durante varios meses
(Cuevas et al. 2007). A imunopatogénese do ENH compreende uma reacao
inflamatoria sistémica relacionada a deposi¢cdo de imunocomplexos, gerando
infiltracdo de neutrdfilos e ativacdo do sistema complemento (Ridley & Ridley
1983; Kahawita & Lockwood 2008; Mastrangelo et al. 2008). Contudo, alguns
estudos sugerem que ocorra ativacado transitoria da imunidade mediada por
células, fato demostrado pelas altas concentragcbes das citocinas IFN-
v (Sreenivasan et al. 1998), TNF-a (Sarno et al. 1991), IL-2, IL-6 (Moraes et
al.1999) e queda nos niveis das citocinas IL-10 e IL-4 (Nath et al. 2000). O
tratamento da RT2 € realizado com corticoesterdides e talidomida, que
controlam o episodio inflamatério e a dor (Walker & Lockwood 2006). O uso da
talidomida na hanseniase obedece a rigorosos critérios de prescricao,
principalmente em mulheres em idade reprodutiva e também em homens

devido a sua acao teratogénica. Metabolitos da talidomida foram detectados no
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sémen e homens que fazem uso da talidomida devem fazer sexo protegido por
preservativo (Franks et al. 2004; WHO 1998). Em 1998 o FDA (Food and Drug
Administration) aprovou o uso da talidomida para o tratamento da RT2, devido
aos efeitos antiinflamatoérios deste farmaco (Walker et al. 2007). A talidomida
inibe a liberacdo de citocinas proinflamatorias por modular a sinalizagdo via
NF«kB e MAPK p38 (Hernandez et al. 2011).

O fendbmeno de Lucio foi descrito em 1852 por Rafael Lacio e Ignacio
Alvarado, dois médicos mexicanos, que deram o nome de “Hanseniase
Manchada” ou “Hanseniase Lazarina”. Em 1948, Lapati e Zamora identificaram
a vasculite como leséo basica presente no histopatoldgico (Cuevas et al. 2007).
O fendbmeno de Lacio € uma reacéo tipo Il, com apresentacdo clinica peculiar.
Apresenta-se como hanseniase lepromatosa nao nodular, infiltrada, com
multiplos infartos hemorragicos na pele, as lesdes isquémicas comegam como
maculas que rapidamente se tornam ulceras com bordas irregulares (Kaur et al.
2005). Ocorre em pacientes lepromatosos nao tratados ou em pacientes que
apresentam recidivas, entretanto apenas casos esporadicos sao descritos
(Sehgal 2005). Acredita-se que esta manifestacdo seja mediada por
imunocomplexos, devido a deposicao de imunoglobulina G (IgG) e componente
C3 do sistema complemento nas paredes dos vasos sanguineos, além da

presenca de imunocomplexos circulantes (Cuevas et al. 2007).
1.8. Fontes de infeccao e transmissdo do M. leprae

O mecanismo de transmissdo da hanseniase ainda nao foi totalmente
esclarecido, embora se considere que a transmissao pessoa-pessoa por meio
das vias respiratérias superiores seja a rota mais comum. Muitas pessoas
podem se infectar com o M. leprae, mas apenas uma peguena minoria, cerca
de 5% desenvolvem a doenca clinica (Rodrigues & Lockwood 2011). Pacientes
multibacilares podem eliminar bacilos de sua mucosa nasal e sdo considerados
o principal reservatorio do bacilo até o inicio da MDT (Van Beers et al. 1999).
Contatos de pacientes MB apresentam risco aumentado de desenvolver
hanseniase em relacdo a populacdo geral, sendo que o risco para desenvolver
a doenca depende do tipo de contato, que deve ser intimo e prolongado. O
indice bacilar do caso indice também é um fator relevante no risco de

transmissdo. Contatos de pacientes MB tem maior risco de desenvolver
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hanseniase que contatos de pacientes PB (Moet et al. 2004).

Uma outra possivel forma de transmisséo € pela via cutanea, por meio
do contato com hansenomas de pele ulcerados (Job et al. 2008). As secrecdes
organicas como leite, esperma, suor e secrecdo vaginal de pacientes com
hanseniase, podem conter bacilos, mas acredita-se que nao apresentam
relevancia na disseminacao da infecgdo (Talhari 1997; Yamalkar 2002). Alguns
autores sugerem a existéncia de reservatorios ndo humanos para o M. leprae.
Individuos que néo relatam historia de exposicdo ao M. leprae podem
desenvolvem a doenca e “clusters” de hanseniase foram identificados em
areas especificas, tais como areas proximas a fontes de agua (Truman & Fine
2010).

E importante fazer a distingdo entre reservatério e passagem transitoria
do M. leprae pelo ambiente. Os pacientes multibacilares podem disseminar
grandes quantidades do bacilo no ambiente e alguns bacilos podem
permanecer viaveis por periodos como horas, dias ou semanas, mas isto nao
caracteriza um reservatorio (Desikan & Sreevatsa 1995). Para que seja
considerado um reservatério, o M. leprae deve se multiplicar. Entretanto,
dados os conhecimentos do genoma do M. leprae é improvavel que este
microorganismo possa se replicar em qualquer ambiente extracelular (Cole et
al. 2001). Mas, existe a possibilidade do M. leprae presente na agua se
associar a protozoarios ou invertebrados aquaticos como tem sido mostrado
para M. ulcerans (Mosi et al. 2008).

Atualmente, a unica fonte “ambiental” do M. leprae comprovada € o tatu
de nove bandas (Dasypus novemcinctus) do sul dos Estados Unidos. Um
recente estudo comparou o genoma completo do M. leprae proveniente de um
tatu selvagem e de trés pacientes com hanseniase dos Estados Unidos, a
analise genbmica comparativa mostrou que a cepa era idéntica. Em seguida,
a cepa do M. leprae norte americana foi comparada com cepas da Asia e
Brasil, identificando 51 SNPs, 11 insercdes/delecbes (INDEL) e 10 regides
repetidas em numero variavel (VNTR), sendo o gendétipo da cepa dos Estados
Unidos denominado 3I-2-v1. Posteriormente os sitios polimérficos da cepa 3I-2-
vl foram comparados com cepas de M. leprae obtidas a partir de 33 tatus
selvagens coletados no Sul dos EUA e 39 pacientes com hanseniase. Entre as

cepas dos tatus, 28 das 33 mostraram identidade genética idéntica com relagéo
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ao genotipo 3I-2-v1l. Do mesmo modo 25 dos 39 pacientes dos EUA também
carregavam o genotipo 3l-2-v1 e residiam em &reas onde a exposi¢cdo a tatus
era possivel. Sendo assim, o tatu pode ser um possivel reservatorio natural da
hanseniase no sul dos Estados Unidos (Truman & Fine 2010; Truman et al.
2011).

1.9. Diagnéstico da Hanseniase
1.9.1 Diagnostico Clinico

O diagnéstico da hanseniase € baseado em sinais e sintomas clinicos.
Os sinais cardinais para hanseniase sdo: lesdo de pele com anestesia ou
hipoestesia e espessamento de nervos periféricos. O exame dermato-
neurologico avalia a sensibilidade térmica, tatil e dolorosa nas lesdes de pele,
identifica neurites, comprometimento de troncos nervosos e incapacidades
fisicas (WHO 2000).

No exame dermatolégico verifica-se a presenca de lesbGes, sua
localizacao, forma, numero, dimensdes e bordas. Geralmente, sdo encontradas
as seguintes lesfes: manchas hipocromicas e/ou eritematosas, placas, lesées
foveolares, tubérculos, noédulos, infiltracdes difusas e outros tipos de
manisfestacoes. A identificacdo das lesdes neurologicas € realizada pela
inspecdo dos olhos, nariz, mados e pés, palpacdo dos troncos nervosos
periféricos, avaliacdo da forca muscular e a avaliagcdo de sensibilidade nos

olhos, membros superiores e inferiores (Ministério da Saude 2002).

1.9.2 Diagndstico Laboratorial.

1.9.2.1 Baciloscopia e Exame Histopatoldgico

O raspado intradérmico das lesdes e dos I6bulos auriculares e/ou
cotovelo € o exame complementar que auxilia o diagndstico da hanseniase.
Nos pacientes LL, a baciloscopia tende a ser positiva, porém na forma
tuberculéide a baciloscopia € por definicAo negativa (Ministério da Saude
2002).
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O exame histopatoldgico baseia-se na analise microscépica de biopsias
de lesbes de pele ou de nervos sendo geralmente utilizado para a classificagcéo
histopatologica da hanseniase. No exame histopatolégico da hanseniase se
pesquisa a presenca de granulomas, agressao neural, bacilos alcool-acido
resistentes, vasculite na derme e/ou hipoderme, paniculite, infiltrado celular,
estratificacdo e espessamento de tecidos (Ridley 1955).

O exame histopatolégico e a baciloscopia, nao fazem parte dos exames
de rotina preconizados pelo Programa Nacional de Controle da Hanseniase,
mas séo realizados em protocolos de pesquisa para a classificacdo da
hanseniase (WHO 2000).

1.9.2.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase para o DNA do M. leprae

Com o avanco das técnicas de biologia molecular e principalmente apés
a decodificacdo do genoma completo do M. leprae foi possivel a deteccédo do
DNA do bacilo pela Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR) em varios tecidos
e liquidos corporais, assim como em fragmentos de bidpsias de pele e de
nervos (Gillis & Williams 1991).

A técnica de PCR tem mostrado especificidade de 100% e sensibilidade
variando de 34-74% em pacientes com forma paucibacilar e taxas de
sensibilidade acima de 80% em pacientes com forma multibacilar (Bang et al.
2009). A técnica de PCR requer equipamentos e infra-estrutura de alto custo e
nao € recomendada como teste diagnostico para hanseniase, entretanto €
utilizada como ferramenta de pesquisa.

Diferentes genes especificos do M. leprae sao utilizados como alvo da
amplificacdo por PCR: fragmento de 742 pb da sequéncia repetitiva do gene
gue codifica o antigeno de 65 kD (Santos et al. 1993), gene LSR/A15 que
codifica o antigeno de 15 kDa (Misra et al. 1995), fragmentos 455 pb e 320 pb
da sequéncia RLEP (Jamil et al. 1994), fragmento de 531 pb gene pra 36kDa
do M leprae (Wichitwechkarn et al. 1995), fragmento de 171 pb do gene 16S
RNAr (Arnoldi et al. 1992; Kurabachew et al. 1998), fragmento 372 pb
(Nishimura et al. 1994), fragmento de 360 pb do gene que codifica a proteina
de 18 kDa (Williams et al. 1990; Scollard et al. 1998; Stefani et al. 2003),
fragmento de 560 pb do gene que codifica um antigeno rico em prolina (de Wit

et al. 1991), entre outros.
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1.9.2.3 Testes Sorolégicos

O desenvolvimento de métodos laboratoriais para auxiliar o diagndéstico
ou classificacdo das diversas formas clinicas da hanseniase é uma das
prioridades em pesquisa na area (Stefani 2008). Testes que possam ser
realizados sem instalacdes laboratoriais ou mao de obra especializada, de
leitura simples e rapida, poderiam ser utilizados no ponto do atendimento,
“point of care (POC)”, para facilitar o diagnéstico/classificacdo da hanseniase.

Um dos primeiros antigenos especificos do M. leprae a ser isolado e
caracterizado foi o glicolipideo fendlico (PGL-I) (Brennan & Barrow 1980).
Devido a sua natureza glicolipidica, o PGL-I estimula predominantemente a
producédo de anticorpos da classe IgM, que nao apresentam reagcao cruzada
com o M. tuberculosis ou com outras micobactérias conhecidas (Cho et al.
1992). O principal determinante antigénico do PGL-I é representado pela parte
glicidica da molécula (trissacarideo). Sabe-se que o M. leprae néo € cultivavel
em meio de cultura artificial, deste modo a obtencdo de antigenos que
pudessem ser utilizados no sorodiagnostico era realizada por meio de lesdes
de pacientes lepromatosos e de figado e baco de tatus infectados (Dasypus
novemcinctus). Os glicolipideos apresentam dificil separacao/purificacéo
devido a sua natureza altamente apolar. As estratégias de deacilacdo e
incorporacao do PGL-I a lipossomas foram propostas para permitir a utilizacéo
do PGL-l em ensaios imunologicos. Outros estudos propuseram a producéo
sintética da porcao trissacaridea do PGL-I ou dos terminais monossacarideo e
dissacarideo associados a carreadores hidrossoluveis (BSA/HSA), sendo
produzidos os seguintes analogos sintéticos do PGL-I: monossacarideo—octyl—
BSA (M-O-BSA), dissacarideo natural-octyl-BSA (ND-O-BSA), dissacarideo
natural-octyl-HSA (ND-O-HSA), trissacarideo natural-phenil-BSA (NT-P-BSA)
e o trissacarideo natural-phenil- HSA (NT-P-HSA). Estes antigenos séao
utilizados atualmente por diversos grupos de pesquisa em hanseniase (Buhrer-
Sékula et al. 2000; Spencer & Brennan 2011).

A sorologia para deteccdo de anticorpos IgM especificos para o PGL-I
representa o teste soroldgico melhor avaliado e padronizado para hanseniase.
Em geral, os resultados da sorologia anti PGL-I refletem a carga bacilar do

paciente: pacientes MB apresentam alta taxa de soropositividade (70-90%),
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enquanto apenas uma minoria dos pacientes PB (15-40%) tem sorologia
positiva (Young et al. 1983; Buhrer-Sékula et al. 1998; Oskam & Buhrer-Sékula
2003 ). Alguns estudos tém mostrado que os resultados da sorologia anti
PGL-I podem ser Uteis para a classificacdo/diferenciacdo de pacientes MB/PB
e podem contribuir para decisfes terapéuticas adequadas (Buhrer-Sékula et al.
2007).

A presenca de anticorpos anti PGL-I em contatos domiciliares de
pacientes MB € considerada fator de risco para desenvolvimento de
hanseniase. Contatos que apresentam anticorpos anti PGL-I tem oito vezes
mais risco de desenvolver hanseniase do que contatos soronegativos. Entre o0s
contatos soropositivos para o PGL-I o risco de desenvolver hanseniase do tipo
MB é de 34 vezes (Douglas et al. 2004). O seguimento dos contatos de
pacientes MB pode permitir o diagnostico precoce e a quimioprofilaxia deste
grupo de risco poderia prevenir a transmissdao da hanseniase (Oskam &
Bihrer-Sékula 2003).

Em pacientes com resposta humoral detectavel no diagndstico, os
anticorpos anti PGL-I apresentam significante declinio em decorréncia do uso
da MDT. O declinio € de 25-50% por ano, mas isto pode variar entre 0s
pacientes. Com a morte do M. leprae pelo uso da MDT, a sintese de PGL-| &
cessada e o antigeno € eliminado do organismo, consequentemente o0s niveis
de anticorpos declinam (Roche et al. 1993; Silva et al. 2007). Em contrapartida,
0 aumento dos niveis de anticorpos anti PGL-I em pacientes que ja receberam
MDT poderia ser um indicador inicial de recidiva (Wu et al. 2002).

Testes em formato “point of care” baseados da deteccdo de IgM
especifica para o PGL-lI foram desenvolvidos como objetivo de facilitar o
diagndstico/classificacdo da hanseniase (MB/PB). Em 1998, foi desenvolvido e
avaliado um teste dipstick para deteccao de anticorpos anti-PGL-I que fornece
resultados em 3 horas e apresenta 97.2% de concondancia com os resultados
do ELISA. Este teste ndo requer equipamentos sofisticados nem reagentes
refrigerados (Buhrer-Sékula et al. 1998). O teste dipstick apresenta duas
bandas, uma para o teste e uma para o controle positivo, consistindo do
antigeno semi-sintético (ND-O-BSA) e da anti-IgM humana que se liga a IgM

presente no soro, respectivamente (Buhrer-Sékula et al. 2001).
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Em 2003 foi produzido pelo Departamento de Pesquisa Biomédica do
KIT (Koninklijk Instituut voor de Tropen — Instituto Real Tropical) em Amsterdam
um teste simples e rapido baseado em imunocromatografia, o teste ML flow,
para deteccdo de IgM anti-PGL-I em 10 minutos. O teste apresentou boa
correlacdo com os resultados do ELISA (91%), podendo ser realizado com
sangue total ou soro (Buhrer-Sékula et al. 2003).

E importante ressaltar que a sorologia anti-PGL-l ndo permite distinguir
entre infecgcdo antiga ou recente e ndo deve ser utilizada de forma isolada
como ferramenta de diagnéstico, pois a maioria dos pacientes PB sao
soronegativos e uma porcentagem de controles saudaveis endémicos podem
ser soropositivos (10%). As principais aplicagdes da sorologia anti PGL-I sdo a
classificacdo correta (hanseniase MB ou PB) dos pacientes recém
diagnosticados e identificacdo de contatos de alto risco de desenvolvimento de
hanseniase (Oskam & Buhrer-Sékula 2003).

O M. leprae € um bacilo intracelular obrigatorio, ndo cultivavel em meios
de cultura axénicos o que até recentemente limitou a oferta de antigenos para
serem testados para fins de diagndstico laboratorial (Aseffa et al. 2005).
Entretanto, o sequenciamento completo do genoma do M. leprae em 2001
desvendou os genes e proteinas codificadas por este microorganismo (Cole et
al. 2001). Além disso, os recentes avancos nas técnicas de biologia molecular
de expressao génica, clonagem de genes promoveram novas abordagens para
a producdo e andlise de proteinas recombinantes. Simultaneamente, novas
ferramentas de bioinformatica tem permitido analises in silico destas proteinas
contribuindo para a identificacdo de novos antigenos para o diagnostico
laboratorial da hanseniase.

Mais recentemente testes sorolégicos (ELISA) para deteccdo de
anticorpos da classe IgG contra proteinas recombinantes do M. leprae tem
revelado novos antigenos candidatos ao uso no diagndstico sorolégico da
hanseniase, especialmente para pacientes com hanseniase MB (Spencer et
al. 2005; Araoz et al. 2006a; Duthie et al. 2010; Duthie et al. 2007; Geluk et al.
2009; Corstjens et al. 2010; Reece et al. 2006).

Em 2006 foram avaliadas 13 proteinas recombinantes do M. leprae em
pacientes recém diagnosticados e ndo tratados para hanseniase (com as

formas clinicas LL, BL, TT e BT) e contatos de pacientes MB provenientes das
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Filipinas, foram também avaliados controles saudaveis ndo endémicos e
pacientes com tuberculose pulmonar provenientes de Seatthe/USA. Dentre as
proteinas avaliadas, ML0405, ML2331 e ML2055 demonstraram altas taxas de
reconhecimento por pacientes LL/BL. Pacientes com tuberculose e controles
saudaveis ndo endémicos mostraram baixa reatividade sorologica. No polo
paucibacilar da doenca baixas taxas de reconhecimento foram encontradas,
assim como nos contatos de pacientes MB (Reece et al. 2006).

Em 2007 as proteinas recombinantes ML0405, ML2331, ML1556¢ e ND-
O-BSA foram testados em um largo painel de pacientes com hanseniase MB e
PB, pacientes com TB pulmonar, contatos domiciliares de pacientes MB,
controles saudaveis de area endémica e ndo endémica provenientes do
Japao, Filipinas e Brasil (Goiania e Salvador). Entre os pacientes MB
provenientes das Filipinas 94% reconheceram o analogo sintético do PGL-I e
57% dos PB foram soropositivos para este antigeno, entretanto as respostas
obtidas eram fracas. De 20 pacientes fracamente positivos, quatro
demonstraram forte resposta para ML1556¢, sugerindo que o uso desta
proteina em associacdo com o PGL-| poderia aumentar a sensibilidade de um
teste para deteccdo de PB. As proteinas recombinantes e PGL-I apresentaram
baixas taxas de reconhecimento entre os pacientes com tuberculose, contatos
domiciliares, controles endémicos e nao endémicos. No Brasil, as proteinas
MLO405 e ML2331 reagiram com uma grande proporcdo de pacientes MB
(87% e 76%, respectivamente) e o PGL-I foi capaz de identificar 87% destes
pacientes. Entre os pacientes PB, 69% reconheceram a proteina ML0405, mas
somente 3% produziram anticorpos para ML2331, 12% reagiram com ML1556¢
e 20% possuiam anticorpos para o PGL-I. Entre os pacientes com tuberculose
cerca de 12% reconheceram as proteinas e PGL-l. De acordo com estes
resultados, foi construida uma nova proteina proveniente da fusdo entre as
proteinas ML0405 e ML2331, denominada LID-1 (Leprosy IDRI Diagnostic) e
esta foi avaliada em pacientes com hanseniase (MB e PB) e controles
saudaveis do Japado. A taxa de reconhecimento de LID-1 foi de 87% entre os
MB e 20% entre os PB, indicando grande potencial para o uso de LID-1 para o
diagnostico da hanseniase MB. Entre os controles endémicos apenas 4%
foram sororeativos para esta proteina de fusdo. Para avaliar a capacidade de

LID-1 diagnosticar precocemente pacientes com hanseniase, amostras
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provenientes de um estudo de seguimento (1985-1991) de contatos de
pacientes com hanseniase MB das Filipinas foram testadas. No soro de alguns
contatos que desenvolveram hanseniase MB, os niveis de anticorpos anti LID-1
apresentaram aumento um ano antes do diagnéstico clinico, sendo o aumento
dos anticorpos anti LID-1 maior do que os anticorpos anti PGL-I, indicando que
LID-1 poderia fornecer o diagnéstico precoce da hanseniase (Duthie et al.
2007).

Em 2008 foi realizada a triagem da sororeatividade de 71 proteinas
recombinantes do M. leprae mediante o uso de microarranjo de proteinas
(protein array), utlizando amostras de pacientes MB e PB e controles
saudaveis endémicos do Nepal. As proteinas que mostraram melhor
discriminagéo entre pacientes MB e controles endémicos (EC) foram: ML0405,
ML2331, MLO050-ML0049, LID-1, ML0O091 e ML2055. Em seguida, foi utilizado
o0 ensaio MAPIA (Multiantigen Print Immunoassay) onde os antigenos foram
imobilizados em membranas de nitrocelulose, neste ensaio as proteinas
MLO0405, ML2331 e ML0411 apresentaram alta reatividade quando testadas
com amostras de soro de pacientes MB. Apesar do grande numero de
proteinas avaliadas, ML0405 e M2331 permaneceram como 0s melhores
candidatos para um teste diagnostico de MB. Na etapa final do estudo, LID-1
foi avaliada em testes de formato lateral flow (LF) e dual-path platform (DPP). O
teste do tipo fluxo lateral foi capaz de detectar 5 de 10 pacientes MB, enquanto
DPP foi capaz de detectar 10/10, além de fornecer um sinal mais forte,
sugerindo que a plataforma DPP seria melhor op¢édo para um teste “point of
care” de diagndstico da hanseniase (Duthie et al. 2008b).

Num estudo posterior foi projetada e produzida uma proteina de fusao
guimérica com multiepitopos (PADL) a partir da fusdo dos epitopos reativos de
proteinas recombinantes do M. leprae (ML0405, ML2311, ML2055, ML0049,
MLO050 ML0O091 e ML0411). A proteina quimérica (PADL) foi avaliada em soro
de pacientes com hanseniase MB e PB provenientes de Sdo Paulo/Brasil e em
pacientes com hanseniase (MB e PB) e controles endémicos de Cebu/Filipinas.
Foi demostrado que todas as porcbes da proteina mantinham sua capacidade
de ligacdo a anticorpos e a proteina oferecia grande acurécia no diagnéstico de
pacientes MB. Entre os controles saudaveis endémicos ndo foi observada

resposta para PADL. Entretanto, outros estudos devem ser realizados para
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avaliar se PADL pode fornecer o diagnostico precoce da hanseniase (Duthie et
al. 2009).

As proteinas recombinantes foram testadas em pacientes tratados para
hanseniase para avaliar se os anticorpos IgG anti proteinas recombinantes
eram afetados pelo tratamento. Foram recrutados para este estudo pacientes
com hanseniase MB e PB, contatos domiciliares de pacientes MB, controles
saudaveis e antigos pacientes que terminaram o tratamento para hanseniase a
dez anos provenientes da Venezuela e Brasil (Sdo Paulo e Uberlandia). Entre
individuos que concluiram a MDT a resposta a ML0405, ML2331 e LID-1 foi
baixa. Entretanto, quatro individuos apresentavam respostas positivas, sendo
gue trés haviam recebido tratamento irregular e o outro individuo foi
classificado como indeterminado e foi tratado como PB. Foram avaliados 107
pacientes do Brasil antes e apds o tratamento e os titulos de anticorpos
declinaram apés a MDT. Entretanto, este declinio ndo foi observado em
pacientes TT e LL que apresentam IB muito baixo e alto no inicio da MDT,
respectivamente. Um dos contatos domiciliares apresentou resposta positiva e
foi diagnosticado com infeccdo subclinica pelo M. leprae. Estes resultados
sugerem que a sorologia com proteinas recombinantes do M. leprae poderia
ser utilizada para monitorar a eficacia do tratamento (Duthie et al. 2011b).

Testes que avaliam a imunidade humoral apresentam pouca relevancia
para o diagnostico das formas paucibacilares da hanseniase, ja que estas
apresentam resposta de anticorpos fraca ou ausente. Estudos que utilizam a
deteccdo de IFN-y como marcador de imunidade celular apés estimulo de
células sanguineas com proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos do M.
leprae tem como objetivo desenvolver um método diagndstico para hanseniase
PB. A secrecdo de IFN-y em resposta a proteinas e peptideos do M. leprae é
observada tipicamente em pacientes TT/BT, contatos domiciliares e controles
endémicos (Araoz et al. 2006b; Duthie et al. 2008a; Geluk et al. 2005; Geluk et
al. 2009; Geluk et al. 2010; Sampaio et al. 2011; Geluk et al. 2012; Sampaio et
al. 2012). Ensaios baseados na liberacdo de IFN-y (IGRAs - Interferon-Gamma
Release Assays) foram desenvolvidos para o diagnostico de TB latente. Estes
ensaios se baseiam na deteccéo de IFN-y apds estimulacdo com os antigenos

ESAT-6, CFP-10 e TB7.7 que sao expressos especificamente no M.
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tuberculosis. Existem dois IGRAs no mercado para diagndstico de tuberculose
latente: QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay (Cellestis Ltda, Australia) e T-
SPOT.TB assay (Oxford Immunotec, Reino Unido) (Ringshausen et al. 2012).
De modo semelhante tem se buscado o desenvolvimento de IGRAs para o
diagnostico da hanseniase PB. Neste sentido os homoélogos de ESAT-6 e CFP-
10 presentes no M. leprae foram testados e houve reconhecimento destes
antigenos por células T de pacientes com tuberculose, limitando o potencial
uso destes antigenos em areas endémicas para TB (Geluk et al. 2009).

Visando a identificacdo de antigenos “especificos” do M. leprae varios
estudos utilizaram técnicas de bioinfomética, como gendmica comparativa para
selecionar proteinas do M. leprae que apresentem baixa homologia como
proteinas de outras micobactérias, como uma maneira de evitar reagdes
cruzadas. Uma das técnicas utilizadas € o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), que compara as sequéncias de aminoacidos de proteinas do M.
leprae com proteinas codificadas por outras micobactérias (Spencer et al.
2005; Geluk et al. 2005; Geluk et al. 2009; Geluk et al. 2012).

Em 2005, Spencer e colaboradores avaliaram a imunoreatividade celular
de quatro proteinas do M. leprae (MLO008, ML0126, ML1057 e ML2567) e 58
peptideos sintéticos em pacientes com hanseniase (PB e MB) e grupos
controles (pacientes com tuberculose, controles de area endémica e contatos
domiciliares) do Brasil a partir da deteccdo de IFN-y[] em sobrenadante de
cultura de células sangiineas. Dos 58 peptideos testados, 35 induziram
producdo de IFN-y em pacientes paucibacilares e contatos domiciliares, os
outros peptideos estimularam resposta em controles endémicos e pacientes
com tuberculose. As proteinas estimularam maiores niveis de IFN-y, entretanto
a resposta foi inespecifica.

Em um estudo posterior, foram avaliados 50 peptideos em relacédo a sua
especificidade e sensibilidade, os peptideos eram derivados das proteinas
MLO576, ML1989, ML1990, ML2283 e ML2567. A avaliacdo foi realizada em
pacientes com hanseniase (PB e MB), contatos domiciliares de pacientes MB,
controles endémicos do Rio de Janeiro/Brasil e em grupos controle
provenientes da Holanda que incluiram: pacientes com TB pulmonar,

individuos com cicatriz de BCG e controles ndo endémicos. Dos 50 peptideos,
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quatro estimularam forte resposta de IFN-y em pacientes PB e contatos
domiciliares, sem estimular resposta nos controles holandeses. O uso de
proteinas gera uma maior producdo de IFN-y, entretanto o estudo sugere que 0
risco de reatividade cruzada é aumentado. E desta maneira, os peptideos
poderiam fornecer uma resposta mais especifica, contudo devido a restricdo ao
HLA é necessaria a combinacao de varios peptideos (Geluk et al. 2008).

Os peptideos estimulam uma menor producdo de IFN-y do que as
proteinas, um estudo de 2010 avaliou estratégias para aumentar a
sensibilidade do ensaio de sangue total (WBA) com dois peptideos (p1-15 e 11-
25) da proteina ML2531 pela adicdo de citocinas, adicdo de anticorpos anti
CD49, CD28, CD40, IL-10 ou CD40L e pela manosilagdo de peptideos.
Somente a citocina IL-12 aumentou a producao de IFN-y em cultura de sangue
total em amostras de pacientes com hanseniase BT da Holanda. Diferente do
esperado, nenhum dos anticorpos teve impacto no aumento da secrecao de
IFN-y pelas células T. A manosilacdo ndo aumentou a sensibilidade do ensaio,
entretanto permitiu utilizar uma quantidade 100 vezes menor dos peptideos,
diminuindo o custo do teste (Geluk et al. 2010).

Estudo colaborativo com nosso grupo de pesquisa comparou
paralelamente a resposta de anticorpos e de células T (IFN- y) de pacientes
com hanseniase MB e PB, contatos domiciliares de pacientes MB, controles
saudaveis de area endémicas e pacientes com TB pulmonar provenientes de
Goiania/Goias. Um painel de 33 proteinas recombinantes foi avaliado quanto a
imunogenicidade e especificidade da resposta por meio do ensaio
imunoenzimatico e ensaio de sangue total (WBA — whole blood assay). Das 33
proteinas avaliadas 16 foram imunogénicas e estimularam a producao de IFN-y
em pacientes PB e contatos domiciliares ou foram reconhecidas por anticorpos
IgG de pacientes com hanseniase MB. As proteinas ML0405, ML2331 e
ML2055 foram reconhecidas por anticorpos e por resposta imune celular
especifica para o M. leprae. As proteinas ML1632, ML1685, ML1556, ML2044,
ML0O276 e ML0840 foram imunogénicas, entretando somente a resposta de
IFN-y foi especifica. As proteinas ML2358, ML2346, ML2541, ML2603,
ML0022, ML2380 e ML2203 foram imunogénicas, mas houve reconhecimento

por anticorpos e producgéo de IFN-y em todos o0s grupos testados, ou seja eram
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proteinas imunogénicas, mas seu reconhecimento foi inespecifico. As outras 17
proteinas avaliadas foram ndo imunogénicas, ndo reagiram no ensaio de
sangue total ou no ELISA para detec¢cdo de IgG.O numero de proteinas
capazes de estimular a resposta de IFN-y foi superior ao nimero de proteinas
qgue foram reconhecidas por anticorpos IgG. A andlise paralela da resposta
imune celular e humoral a estas proteinas permitiu concluir que somente
proteinas que foram capazes de induzir imunidade celular/IFN-y foram também
reconhecidas por anticorpos. Além disso, o0s resultados deste estudo
mostraram que as analises in silico ndo devem ser o Unico critério para
exclusdo de antigenos, visto que proteinas com alta homologia com proteinas
de outras micobactérias ndo apresentaram reatividade cruzada. Por exemplo, a
proteina ML2331 apresentou mais de 80% de homologia com varias proteinas
de outras micobactérias, entretanto quando avaliada ndo apresentou
reatividade cruzada na resposta imune humoral e celular. Por outro lado a
proteina ML2346 que ndo apresentou homologo em M. tuberculosis ou em
outras micobactérias ambientais apresentou reatividade cruzada, estimulando
resposta de IFN-y em todos os grupos avaliados (Sampaio et al. 2011).

Como a resposta de IFN-y para as proteinas e peptideos do M. leprae €
praticamente idéntica entre os casos TT/BT e contatos domiciliares, outros
biomarcadores que sejam capazes de distinguir estes dois grupos tem sido
investigados. Em um recente trabalho de nosso grupo de pesquisa, 14
biomarcadores (eotaxina, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-15, IL-
17A, IL-23, IL-31, CXCL10, and TNF-a) foram analisados em pacientes com
hanseniase PB e MB e em contactantes de pacientes MB. Neste estudo
nenhum destes biomarcadores foi capaz de distinguir a resposta de pacientes
com hanseniase TT/BT da resposta de contatos domiciliares de pacientes MB,
confirmando resposta com perfil Thl em ambos os grupos. Houve producéo de
IL-4 em ensaio de sangue total de pacientes BL/LL. Entretanto, um contactante
de paciente MB apresentou resposta imune do tipo Th2 e auséncia de IFN-y, 0
gue poderia indicar doenca MB inicial ou subclinica. O seguimento deste
contato é essencial para determinar o valor prognéstico deste imunomarcador
(Sampaio et al. 2012).
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Outro estudo recente de biomarcadores, avaliou a resposta a 17
proteinas recombinantes e 19 biomarcadores (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-y, CXCL10, FSC-G, FSC- GM, MCP-1,
CXCL9, MIP-1pB e TNF-a), com o objetivo de encontrar biomarcadores que
distinguissem controles endémicos de pacientes TT/BT. Foram avaliados
pacientes com hanseniase PB, contatos domiciliares, pacientes com TB
pulmonar e controles endémicos provenientes do Brasil (Fortaleza),
Bangladesh, Coréia do Sul e Etiopia. Apenas, a proteina ML2478 foi capaz de
estimular resposta de células T especifica em grupos geneticamente diversos
(Africano, Asiatico e da América do Sul). A citocina IL-1B e as quimiocinas
MIP-13 e MCP-1 foram capazes de diferenciar pacientes TT/BT e controles
endémicos. Entretanto, foi observada resposta entre contatos domiciliares e em
pacientes com tuberculose. Estudos de coorte envolvendo um grande numero
de pacientes e controles sdo necessarios para validar o uso destas ferramentas
para predizer uma resposta imune patogénica ao M. leprae (Geluk et al. 2012).

Apesar do impacto positivo da MDT na reducédo da prevaléncia global da
hanseniase, esforcos adicionais sdo necessarios para reduzir a incidéncia da
doenca. Estes esforcos devem incluir o desenvolvimento de uma vacina eficaz
com potencial profilatico (Duthie et al. 2011a). Qualquer antigeno do M. leprae
ou de outra micobactéria que estimule a resposta imune celular podera
representar um bom candidato para uma nova vacina. A proteina recombinante
ML0O276 que demonstrou ser um bom antigeno para imunidade celular,
estimulando alta resposta de IFN-y em pacientes PB (Duthie et al. 2008a) e foi
avaliada em modelo murino quanto ao seu potencial vacinal. Camundongos
C57BL/6 foram imunizados trés vezes com a proteina recombinante ML0276
juntamente com agonistas de TLRs e em seguida foram infectados pelo M.
leprae por meio de injecdo intradérmica na orelha ou por via subcutanea. A
imunizacao de camundongos com ML0276 e agonistas de TLR4, TLR9 e TLR7
foi capaz de limitar a inflamacéo local (linfonodo) e induziu uma forte resposta
Thl (IFN-y), mas ndo reduziu a carga bacteriana quando comparada com o
grupo de camundongos ndo imunizados. Foi sugerido que talvez a proteina

MLO276 ndo seja expressa de forma consistente durante a infeccéo pelo M.
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leprae indicando que antigenos adicionais devem ser utilizados para se obter
uma vacina que reduza a carga bacteriana (Raman et al. 2009).

Desde o sequenciamento do genoma do M. leprae, varios laboratérios
de pesquisa examinaram cerca de 200 proteinas recombinantes (Geluk et al.
2011), quanto a reatividade humoral e celular e quanto ao potencial uso no
desenvolvimento de testes “point of care”. Estes testes poderiam contribuir para
a classificacdo de pacientes com hanseniase (PB/MB), triagem de individuos
saudaveis e de contactantes de MB com alto risco de adoecimento e permitir o
diagnéstico precoce e monitorizacdo do tratamento.

2. JUSTIFICATIVA

Entre os maiores desafios para o controle e eliminacdo da hanseniase
estd o diagnostico precoce da infeccdo. Até o momento o diagnostico é
baseado nos sinais e sintomas clinicos da doenca. A sorologia anti PGL-I ndo é
considerada teste diagnéstico, pois nem todos o0s pacientes possuem
guantidade suficiente de bacilos para permitir o desenvolvimento de anticorpos
anti PGL-l. Portanto, ndo apresenta sensibilidade adequada para o diagnostico
de pacientes paucibacilares e mesmo entre os pacientes multibacilares sua
sensibilidade varia entre 70-90%. O desenvolvimento de um novo teste
soroldgico para o diagndstico da hanseniase empregando antigenos protéicos
do M. leprae associados ao PGL-I representa uma prioridade em pesquisa.

Neste contexto o grupo de pesquisa do Laboratério de Imunologia da
AIDS e da Hanseniase integra desde 2004 o consércio internacional de
pesquisa- “IDEAL — Initiative for Diagnostic and Epidemiological Assays for
Leprosy” que representa uma forga tarefa que inclui 15 grupos de pesquisa de
paises endémicos e ndo endémicos priorizando o desenvolvimento de testes
para o diagndéstico laboratorial da hanseniase que sejam aplicaveis aos paises
endémicos.

Vérios estudos pOs gendmicos tém identificado novas proteinas ou
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peptideos especificos do M. leprae com potencial aplicacdo para o
sorodiagnostico da hanseniase (Spencer et al. 2005; Reece et al. 2006; Duthie
et al. 2007; Duthie et al. 2008b; Geluk et al. 2009; Geluk et al. 2010; Duthie et
al. 2011b ). Estudos recentes em parceria com nosso grupo de pesquisa
avaliaram a reatividade sorolégica de pacientes com hanseniase MB e PB e
grupos controle recrutados em Goiés, na Bahia, nas Filipinas e Japao usando
sete proteinas recombinantes, entre elas ML0405 e LID-1, que demonstraram
ser imunogénicas e indutoras de reatividade soroldgica especifica (Duthie et al.
2007).

Outro estudo desenvolvido pelo nosso grupo testou a reatividade
sorologica de pacientes com hanseniase MB e PB, grupos controle e
contactantes recrutados em Goias, para diversas proteinas do M. leprae, tais
como: 92f, 46f e ML1213. As proteinas 92f, 46f sdo proteinas de fusédo que se
mostraram imunogénicas e indutoras de reatividade sorologica especifica ao M.
leprae e a proteina recombinante ML1213 foi considerada ndo imunogénica
(Hungria et al. 2012).

Diferentes alelos do complexo HLA distintamente distribuidos em
diversos grupos populacionais podem influenciar a reatividade imunolégica a
proteinas. A inclusdo de grupos populacionais de areas geograficas diferentes
do Centro-Oeste é importante para comprovar que 0s antigenos protéicos do
M. leprae sao reconhecidos por grupos populacionais distintos. De forma ideal,
um teste diagnostico para hanseniase para uso em paises endémicos deve ser
comprovadamente sensivel e especifico em pacientes de diferentes regides

geograficas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a reatividade sorolégica para as proteinas recombinantes 92f, 46f,
LID-1, MLO405 e ML1213 do M. leprae e para PGL-l em diferentes grupos
populacionais de distintas regiées hiperendémicas para hanseniase no Brasil:
Rondon6polis/MT e Vila do Prata/PA.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a reatividade sorolégica mediante a deteccdo de IgG para as
proteinas recombinantes do M. leprae e IgM para o PGL-I por
ELISA em pacientes com hanseniase (MB e PB) recém diagnosticados, virgens
de tratamento provenientes de Rondonopolis/MT.

2. Investigar a presenca de anticorpos IgG para proteinas recombinantes
do M. leprae e IgM para o PGL-I em contatos domiciliares de pacientes MB e
antigos casos de hanseniase MB que concluiram a MDT nas populacdes da
Rondonopolis/MT e Vila do Prata/PA.

3. Determinar a presenca de IgG para as proteinas recombinantes do M.
leprae e IgM para o PGL-I em controles saudaveis provenientes de

Rondonopolis/MT.

4. Comparar dados sorologicos de IgG para as proteinas recombinantes do
M. leprae com os dados da sorologia para detectar IgM anti- PGL-I em todos os

grupos de estudo de Rondonopolis/MT e da Vila do Prata/PA.
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4. METODOS

4.1. Area geogréfica e Grupos de estudo

Este estudo avaliou a resposta imune humoral de um total de 847
participantes recrutados de duas areas endémicas para hanseniase no Brasil:
Rondonépolis/Mato Grosso e Vila do Prata/Paré.

Todos o0s pacientes com hanseniase incluidos neste estudo foram
classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling incluindo dados
clinicos, baciloscépicos, histopatoldégicos e imunoldgicos. As amostras foram
coletadas entre 2009 e 2010, armazenadas a -20°C e enviadas para o
Laboratério de Imunologia da AIDS e Hanseniase (LIAH) no IPTSP/UFG, onde

os testes soroldgicos foram realizados.
4.1.1 Rondonépolis, Mato Grosso

O municipio de Rondondpolis esta localizado no estado do Mato Grosso
(195.476 habitantes e IDH= 0.791), a cerca de 210 km de Cuiaba, capital do
estado, regido centro-oeste do pais (IBGE/ 2010). Conforme dados do
Ministério da Saude de 2011 o estado do Mato Grosso configura-se como uma
regido hiperendémica para hanseniase com 2.371 casos registrados e um
coeficiente de prevaléncia de 7.71 casos/10.000 habitantes. As diferentes
regides do estado apresentam diferencas marcantes nas taxas de prevaléncia
de hanseniase (Ministério da Saude/SVS/ Mato Grosso 2011). A figura 1
representa o coeficiente geral de deteccdo de hanseniase por municipios de
Mato Grosso.

As acles de controle da hanseniase sdo desenvolvidas em todas as
Unidades Bésicas de Saude (UBSs) de Rondondpolis. A deteccéo de casos de
hanseniase em criancas menores de 15 anos tem aumentado assim como o
namero de casos da forma multibacilar da doenca, indicando cadeia de
transmissao ativa e permanéncia do municipio como regido hiperendémica.
Adicionalmente, o nimero de casos atendidos com grau de incapacidade dois
representa 5.4% de todos 0s casos novos avaliados, indicando diagnéstico
tardio (Ministério da Saude/ SVS/ 2009).

Os grupos de estudo avaliados de Rondondpolis/MT incluiram: pacientes
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com hanseniase MB recém diagnoOsticados e nao tratados (MB, n=58),
pacientes PB recém diagnosticados e virgens de tratamento (PB, n=93),
contatos domiciliares de pacientes MB (CD, n=192), controles saudaveis de
area endémica (CS, n=282) e individuos que foram previamente
diagnosticados com hanseniase MB e tratados entre 1990-2006 (p6s MDT,

n=139). Os casos de hanseniase foram recrutados no Centro de dermatologia

do Jardim Guanabara/Rondonépolis/MT.

[] Sem casos 0,00

[ Baixo 0,00 - 1,99

[ Meédio 1,99 | 9,99

B Alto 9,99 -] 19,99

B Muito Alto 19,99 -| 39,99
[ Hiperendemico > 39,99

Fonte: SVS/MS ® Rondondpolis

Figura 1. Coeficiente geral de deteccdo de hanseniase por municipios de
Mato Grosso/ 2010. (Adaptado de Ministério da Saude/ Sistema Nacional de

Vigilancia em Saude/ Relatorio de Situagédo / Mato Grosso 2011)
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4.1.2 Vilado Prata em Igarapé-Acu/ Paréa

A Vila do Prata esta localizada no municipio de lgarapé-Acu (35.843
habitantes, IDH=0.67), a cerca de 100 km de Belém, capital do estado do Para,
regido norte do Brasil. O estado do Pard apresentou no ano de 2011 um
coeficiente de prevaléncia de 4.2 casos/10.000 habitantes (Ministério da
Saude/ SVS/ Para 2011). A figura 2 representa o coeficiente geral de deteccao
de hanseniase por municipios do Para.

A Vila do Prata foi fundada em 1898 por frades Capuchinhos Menores,
que inicialmente trabalharam com a evangelizacdo dos indios que ali residiam.
Os primeiros hansenianos chegaram a vila em 1920, provenientes da Colonia
do Tuncunduba, no municipio de Belém, para isolamento por ordem do
governo da época. Desde entéo, a localidade ficou conhecida como Leprosario
Santo Antonio do Prata, que passou a receber hansenianos vindos
principalmente do estado do Para e Maranh&o.

A populacédo da Vila do Prata é de aproximadamente 2.000 pessoas que
permanecem isoladas até os dias atuais, provavelmente devido ao estigma
ainda associado a hanseniase. A Vila do Prata representa um dos varios “hot
pockets” de hanseniase dentro do estado do Para, onde as taxas de
prevaléncia sdo estimadas em 12.82% (Lazaro et al. 2011). A populacdo da
Vila do Prata é predominantemente parda, jovem e solteira. O grau de
escolaridade € baixo, 53% dos moradores sdo analfabetos ou possuem apenas
0 primeiro grau incompleto e nenhum morador concluiu o ensino superior. O
nivel socio-econémico € baixo e homogéneo, uma vez que todas as familias
recebem ajuda financeira do governo e poucos moradores exercem trabalho
regular.

A Vila do Prata possui uma igreja e duas escolas, frequentadas por
todos os moradores. Da mesma maneira, S40 poucos 0s locais para compras
de mantimentos e lazer, sempre localizados em torno da Unica praca. A
comunidade é banhada por um igarapé, frequentemente utilizado pelos
moradores para banho, lavagem de roupas e lazer. A comunidade conta com
uma unidade de atendimento a saude, mantida pelo governo estadual,
composta por dois consultérios médicos, uma sala de dispensacdo de

medicamentos, um consultério odontolégico e um pequeno laboratério de
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analises clinicas para exames basicos de imunologia, bioguimica, hematologia
e microbiologia. A equipe de pessoal residente € composta por um técnico de
enfermagem, dois técnicos de laboratério e seis agentes comunitarios de saude
treinados e recrutados da propria vila. O servigo conta ainda com uma equipe
ndo residente, composta por médico, dentista e enfermeiro (Marckert 2008).

Dois grupos de estudo foram recrutados na Vila do Prata: contatos
domiciliares de pacientes MB (CD, n=36) e individuos previamente
diagnosticados com hanseniase multibacilar e que completaram a MDT entre
1990-2006 (p6s MDT, n=47).

Igarapé-Acgu

1 Sem casos 0,00
[1 Baixo 0,00 —| 1,99

[71 Médio 1,99 -| 9,99

[ Alto 9,99 --| 19,99

I Muito Alto 19,99 | 39,99
Fonte: SVS/MS M Hiperendémico > 39,99

Figura 2. Coeficiente geral de deteccdo de hanseniase por municipios do
Pard/ 2010. (Adaptado de Ministério da Saude/ Sistema Nacional de Vigilancia
em Saude/ Relatorio de Situacdo/ Para 2011)
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4.2 Critérios de Inclusao/ exclusao:

Os pacientes com hanseniase, virgens de tratamento, foram recrutados
no periodo de 2009 e 2010 tendo como critério os resultados de exames
clinicos e laboratoriais.

Foram recrutados os contatos domiciliares dos casos de hanseniase MB
registrados no periodo de 2009 e 2010. A todos os individuos que aceitaram
participar da pesquisa, foi procedida a anamnese e quando necessario foram
realizados exames laboratoriais confirmatérios (baciloscopia, histopatologia e
teste de Mitsuda). Os contactantes de pacientes MB incluidos foram
examinados e nao apresentavam sinais e sintomas clinicos de hanseniase.

O grupo de controles saudaveis de area endémica foi constituido de
individuos sem historia prévia de hanseniase e que ndo referiam contato
conhecido com pacientes com hanseniase ou tuberculose. Os individuos
incluidos como controles saudaveis de area endémica responderam a um
formuléario padronizado sobre aspectos socio-demogréaficos e histérico de
outras doencas. Apenas individuos sororeativos para o PGL-I foram avaliados
clinicamente.

Para selecdo do grupo de individuos tratados (grupo pos MDT) foram
examinados o0s antigos casos multibacilares (classificagcdo operacional)
diagnosticados e tratados entre 1990 e 2006, segundo o sistema de registro de
hanseniase (SINAN).

4.3 Producéao das proteinas recombinantes do M. leprae

As proteinas recombinantes utilizadas neste estudo foram produzidas
pelo IDRI (Infectious Disease Research Institute - Seattle, WA, EUA) de acordo
com o protocolo a seguir:

Para expressdo das proteinas, o DNA que codifica as proteinas
selecionadas do M. leprae foi amplificadado por PCR a partir do DNA da cepa
Thay-53, usando a DNA-polimerase Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os primers
para PCR foram produzidos com a insercdo de sitios especificos para a
incorporagao das enzimas de restricao 5’ 3’ no DNA nos genes de interesse e

esses sitios foram excluidos posteriormente no produto final do gene.
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Apos amplificacdo por PCR, os produtos purificados foram digeridos com
enzimas de restricdo e ligadas ao vetor de expressdo pET28a (Novagen,
Madison, WI). Os plasmideos recombinantes foram inseridos em Escherichia
coli BL21 Rosetta 2 (DE3) (pLysS) (Novagen).

Foram isolados os produtos de proteinas recombinantes (proteinas
recombinantes sollUveis) ou desnaturadas com &cido Ni-nitrilotriacético (uréia -
8 M), usando cromatografia de afinidade de ion metalico (Qiagen, Valenca,
CA). As fracdes de proteinas purificadas por afinidade foram analisadas em
gel de eletroforese de poliacrilamida e quantificadas usando o ensaio de
proteina &cida bicinconinica (Pierce, Rockford, IL). Os niveis de endotoxina
foram mensurados pelo ensaio de Limulus amebocyte QCL-1000 (Lonza Inc.,
Basel, Suica) e todos apresentaram <100 unidades de endotoxina/mg de

proteina.

4.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de IgG para as
proteinas recombinantes do M. leprae

A reatividade sorologica de pacientes, controles e individuos pés MDT
foi avaliada por ELISA para deteccdo de IgG especifica para as proteinas
recombinantes do M. leprae. Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de
Imunologia da AIDS e Hanseniase do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias.

Placas de poliestireno para ELISA (Corning - Costar, fundo “U”, 96
pocos) foram sensibilizadas com 2 pg/ml da proteina recombinante do M.
leprae em estudo em tampao bicarbonato, pH 9.6, e incubadas ‘overnight’ a
temperatura de 4°C. ApOs este periodo as placas foram novamente incubadas
com 200puL de solugao de bloqueio (tampéo fosfato de sédio + 0.04 % tween 20
[PBST] e 1% de albumina bovina [BSA]) por 1 hora (h) a temperatura ambiente
(15-25°C). Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com PBST (PBS+
0.05% Tween 20) e duas vezes com PBS. Seguindo as lavagens foram
adicionadas amostras dos soros teste (1/200) em PBST 0.1% de BSA em
duplicata e incubadas por 2 h a temperatura ambiente. Apds as lavagens foi
adicionado o conjugado contendo anti- IgG humana- peroxidade (Southern
Biotech, Birmingham, AL; 1/5.000 PBST+0.1% de BSA) e incubado por 1 h.

Apos lavagens a reacgéao foi desenvolvida pela adicao de 100uL de cromoégeno
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Tetrametilbenzidina (TMB - KPL- EUA) contendo o substrato peroxido de
hidrogénio. As placas foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente
e a reacao foi finalizada com a adi¢do de 50uL de acido sulfurico (H,SO4) a 1
N. A densidade optica (DO) foi detectada em leitora de ELISA (Multiskan -
Thermo Scientific, USA) usando filtro de 450 nm.

O limiar de reatividade (cut-off) foi definido anteriormente como sendo
duas vezes o desvio padrdo da média da DO (ELISA) de individuos saudaveis
de area endémica (Goias) (Duthie et al. 2007). Desta forma, amostras com DO
superiores a 0.300 foram consideradas positivas e amostras com DO abaixo de
0.300 foram consideradas negativas. Os resultados foram expressos como a
média de absorbancia das duplicatas.

4.5 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para detec¢ao de IgM para o PGL-I

O ensaio de ELISA para deteccdo de anticorpos IgM contra o PGL-I
do M. leprae foi realizado como descrito anteriormente (Brett et al.
1986) usando como analogo sintético do PGL-I, o trissacarideo NT-P-BSA. O
antigeno foi diluido com base na sua concentracdo de acucar (0.01 pg/ml) em
tampédo volatil de acetato de aménia carbonado (pH 8.2). As placas (Nunc
Maxisorp, Roskild, Dinamarca) foram sensibilizadas e deixadas para secar em
temperatura ambiente. O BSA foi usado como controle na sensibilizacdo das
placas: os pocos nao sensibilizados pelo antigeno (NT-P-BSA) foram
sensibilizados com BSA. Para o céalculo dos resultados, a DO proveniente da
reacdo da amostra ao BSA foi subtraido do resultado em DO da reacdo da
amostra com o0 antigeno (NT-P-BSA), uma vez que pode ocorrer reacao
inespecifica ao BSA.

As placas foram bloqueadas por incubacdo de 60 minutos com solucéo
de PBS 1% (m/v) BSA. ApGs quatro lavagens com PBS 0.1% Tween-20
(PBST), adicionou-se soro diluido 1:300 em PBST contendo 1% BSA. As
placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos, seguido por outro passo de
lavagem. Conjugado anti- IgM  humana ligada a peroxidase (Immuno
Chemicals, St. Louis, Missouri, USA) foi adicionado diluido a 1:2.000 em PBST-
1% BSA. Apds incubacéo a 37°C por 60 minutos, o procedimento de lavagem
foi repetido. A reacdo foi desenvolvida pela adicdo do substrato e cromogeno

(TMB - KPL- EUA) em cada poc¢o. Visando controlar a variagao intra teste, um
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soro de referéncia foi incluido em quadruplicata em cada placa. A reagéo foi
interrompida adicionando-se 2.5 N H,SO, quando a densidade Optica (DO) do
soro de referéncia atingia um valor de 0.6 a 450 nm (Thermo Labsystems
Multiskan, USA). Todas as amostras de soro foram testadas em duplicata e os
resultados do ELISA foram expressos como a média de absorbéancia das
duplicatas. O valor final de DO foi calculado subtraindo do valor da média de
DO para PGL-I da duplicata de cada soro da média dos valores de DO obtidos
nos pocos sensibilizados com BSA (Buhrer-Sékula et al. 1998).

4.6 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Lauro de Souza Lima (protocolo #172/09). Para participantes abaixo de 18
anos de idade, o termo de consentimento foi assinado por um dos pais ou pelo
responsavel legal. Os participantes foram informados do objetivo da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) antes da

coleta de sangue.
4.7 Analises estatisticas

Os programas GraphPad Prism (versao 5) e MS Excel (2007) foram
utilizados para os calculos de média, mediana e elaboracédo dos graficos dot
blot. A avaliacdo da significancia estatistica foi realizada por meio do teste de
Kruskall-Wallis para comparacdo de multiplos grupos e por Mann-Whitney para
comparacdo entre dois grupos. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas gerais dos grupos de estudo

Um total de 847 participantes entre pacientes com hanseniase (MB e
PB), contatos domiciliares de pacientes MB, controles saudaveis de éarea
endémica e individuos que concluiram a MDT (pés MDT) foram incluidos neste
estudo. A composicao e principais caracteristicas dos grupos de estudo em
Rondondépolis/MT e Vila do Prata/PA estdo descritas na Tabela 2.

No grupo de pacientes com hanseniase MB procedentes de
Rondonopolis/MT a maioria era do sexo masculino, com mediana de idade
superior aos casos PB (45 anos). A maioria dos pacientes com hanseniase MB
foi classificada com forma clinica BB e apresentaram mediana de indice
baciloscopico (IB) de 1,5. Entre os pacientes com hanseniase PB, a maior
parte era do sexo feminino com mediana de idade de 42 anos, sendo
classificados em sua maioria com forma clinica BT. Os contatos domiciliares e
controles saudaveis apresentaram idades semelhantes (32-33 anos), com
maior proporcao de participantes do sexo feminino nos dois grupos. Individuos
gue concluiram a MDT entre 4-20 anos atras apresentaram a maior mediana
de idade dentre os grupos avaliados de Rondondpolis (53 anos), sendo que a
maioria era do sexo masculino.

Os contatos domiciliares de pacientes MB e individuos pés MDT
recrutados da Vila do Prata apresentaram propor¢cédo semelhante de homens e
mulheres e a mediana de idade foi superior para os individuos pés MDT (46

anos).
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo em Rondonépolis/MT
e Vila do Prata/PA.

Areas de estudo/ Classificacéo RJ/ n Género Mediana idade (anos)
Grupos de Estudo IB (intervalo) (M/F) (intervalo)
1. Rondondpolis/MT
(n=764)
MB 12LL/11BL/ 35BB 58 40/18 45 (15-84)
Mediana IB=1,5
(0-4,25)
PB 42TT/ 51BT 93 40/53 42 (13-80)
IB=0
CD NA 192 80/112 32 (6-83)
CS NA 282 101/181 33 (5-79)
P6s MDT NA 139 101/38 53 (10-93)
2. Vilado Prata/PA
(n=83)
CD NA 36 17/19 23 (6-53)
P6s MDT NA 47 23/24 46 (18-90)

RJ: Classificacdo de Ridley e Jopling; MB: Hanseniase multibacilar; PB:
Hanseniase paucibacilar; IB: indice baciloscopico; CD: Contato domiciliar de
paciente com hanseniase MB; CS: Controle saudavel de area endémica; F:

Feminino; M: Masculino; MDT: Multidrogaterapia; NA: ndo aplicavel.

5.2 Reatividade sorologica para as proteinas recombinantes do M. leprae

nos diferentes grupos de estudo de Rondondépolis/MT

Altas taxas de reatividade foram observadas entre os pacientes MB para
as proteinas ML0405, LID-1 e 46f (Figura 3A). As taxas de reatividade foram
superiores a 80%, sendo que a proteina fusdo LID-1 apresentou a maior taxa
de positividade (89%, 52/58), com uma mediana de DO de 1.6. As proteinas

MLO0405 e 46f apresentaram medianas de DO de 1.81 e 1.26, respectivamente.
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Figura 3: Reatividade sorolégica as proteinas recombinantes do M. leprae (92f, 46f, LID-1, ML0405 e ML1213) e PGL-l entre os participantes de Rondonopolis/MT: A. pacientes MB
recém diagnosticados e nédo tratados (n=58); B. Pés MDT, individuos que receberam MDT no passado (n=139); C. pacientes PB recém diagnosticados e virgens de tratamento (n=93);
D. contatos domiciliares de pacientes MB (n=192); E.controles saudaveis de area endémica (n=282). Anticorpos IgG para as proteinas recombinantes e IgM para PGL-I foram
detectados por ELISA. Cada ponto representa a média da DO de uma amostra de soro, mediana da DO de cada grupo é representada pela linha horizontal e a linha tracejada
representa o cut-off (DO>0.3). O nimero na parte superior da figura representa a porcentagem de resposta positiva. DO: Densidade Optica.
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A sororeatividade de pacientes MB para as proteinas recombinantes
(MLO405, LID-1 e 46f) foi estatisticamente diferente da reatividade de controles
saudaveis de area endémica (p <0.0001). A proteina 92f apresentou as
menores taxas de reconhecimento entre os pacientes MB (59%, 34/58), com
mediana de DO de 0.43, variando de 0.05 a 2.66. A soropositividade entre os
pacientes MB ao PGL-I foi de 83% (48/58), com mediana de DO de 0.74 (0.03-
1.55).

Entre os pacientes com hanseniase PB baixas taxas de soropositividade
foram encontradas para todas as proteinas recombinantes do M. leprae
avaliadas neste estudo. A soropositividade deste grupo para a proteina
recombinante 92f foi de 16% (15/93) com mediana de DO de 0.13. Para as
proteinas ML0405, LID-1 e 46f as taxas de reatividade variaram de 5-13%. A
soropositividade de pacientes PB para o PGL-lI foi de 12% (11/93), com
mediana de 0.08 (0.01- 0.51) (Figura 3C).

Entre os contatos domiciliares e controles saudaveis de area endémica
baixas taxas de reatividade foram observadas, variando entre 3 e 7% para as
proteinas recombinantes do M. leprae (Figura 3D e 3E). Nestes mesmos
grupos a soropositividade ao PGL-I foi de 3% para os contatos domiciliares e
entre os controles saudaveis a reatividade foi de 9%.

A analise de resultados ndo pareados de individuos pés MDT e
pacientes recém diagnosticados e nédo tratados para hanseniase MB
mostraram que a sororeatividade (porcentagem de resposta positiva e mediana
da DO) entre individuos pos MDT foi menor que a observada entre os
pacientes MB recém diagnosticados e nao tratados e variou entre 17 a 45%
(Figura 3B). Para todas as proteinas testadas a mediana da DO de ELISA das
amostras dos individuos que completaram a MDT ficou abaixo do cut-off
(0.300): 0.25 para LID-1, 0.20 para ML0405, 0.28 para 46f e 0.24 para 92f. A
reatividade para o PGL-I neste grupo foi de 14%, com uma mediana de DO no
ELISA =0.03.

Com o obijetivo de verificar o efeito do tempo apdés a MDT no declinio
dos niveis de anticorpos anti proteinas recombinantes e anticorpos anti PGL-I
nos individuos previamente diagnosticados como MB e tratados de
Rondonopolis/MT, os participantes foram estratificados segundo o tempo
decorrido ap6s a MDT: 4-5 anos n=27; 6-10 anos n=70; 11-15 anos n=38 e 16-
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20 n=4. Utilizando-se proteinas recombinantes do M. leprae no ELISA néo
houve correlacdo direta entre o declinio da sororeatividade e o tempo decorrido
apos MDT (Kruskal Wallis p>0.05) (Figura 4). Os individuos do grupo p6s MDT
que receberam tratamento entre seis e dez anos atras (n=70) apresentaram
45% sororeatividade para a proteina recombinante LID-1 e aqueles que
concluiram a MDT entre 11-15 anos (n=38) apresentaram 47% de positividade,
mostrando que ndo houve declinio nos anticorpos anti LID-1 no decorrer deste
periodo. Para o PGL-Il, 14% dos individuos tratados entre seis e dez anos
foram soropositivos e 11% dos individuos do grupo p6s MDT tratados de 11 a
15 anos atras possuiam anticorpos anti-PGL-I.

Neste estudo a proteina ML1213, foi utilizada como controle, sendo que
esta ja havia sido previamente testada em ensaios sorologicos e apresentou
baixas taxas de reconhecimento em todos os grupos de estudo (Reece et al.
2006). De modo semelhante, no presente estudo a proteina recombinante
ML1213 apresentou baixa reatividade (mediana de DO variando de 0.07- 0.1)
sendo que o maior percentual de positividade foi observado no grupo pos MDT
(5.7%).
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Figura 4. Sororeatividade para as proteinas recombinantes do M. leprae ( 92f, 46f, LID-1 e ML0405) e PGL-l em individuos previamente tratados com MDT de Rondondépolis/MT. Os
individuos foram estratificados por tempo pés tratamento (4-5 anos; 6-11 anos; 11-15 anos e 16-20 anos).
detectados por ELISA. Cada ponto representa a média da DO de uma amostra de soro, mediana da DO de cada grupo € representada pela linha horizontal e a linha tracejada representa o
cut-off (DO>0.3).0 nimero na parte superior indica a porcentagem de respostas acima do cut-off e 0 nimero de individuos em cada estrato de tempo € indicado na parte inferior da figura.

DO: Densidade 6ptica.

Anticorpos 1gG para as proteinas recombinantes e IgM para PGL-I foram
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0.3

5.3 Reatividade soroldgica as proteinas recombinantes do M. leprae entre
os participantes da Vila do Prata/PA

Um total de 83 participantes de dois grupos de estudo foram recrutados
na Vila do Prata: 47 individuos que receberam MDT entre 4-20 anos atras (pos
MDT) e 36 contatos domiciliares de pacientes MB.

As taxas de positividade entre os individuos que tiveram hanseniase MB
e foram tratados entre 4-20 anos atras variou de 33 a 50%, sendo 50% para
92f e 46f, 35% para LID-1 e 33% para ML0405. A mediana da DO para todas
as proteinas testadas foi inferior a mediana obtida em pacientes MB virgens de
tratamento (ndo pareados). A soropositividade de individuos pés MDT para o
PGL-I foi de 8%. E a proteina controle (ML1213) gerou resposta em 8% dos
individuos pos MDT (Figura 5A).

Entre os contatos domiciliares de pacientes MB as taxas de positividade
para as proteinas recombinantes variaram de 3 a 8%, sendo que 11% dos
contactantes possuiam anticorpos anti-PGL-I (Figura 5B). A proteina ML1213

apresentou baixa taxa de reconhecimento neste grupo (2.7%).

LID-1 ML6405 PGLI

92f  46f LID-1 MLO405 PGLI ML1213 92f  46f

Figura 5. Reatividade sorolégica as proteinas recombinantes do M. leprae (92f, 46f, LID-1, ML0405
e ML1213) e PGL-l entre os participantes da Vila do Prata/PA: A. P6s MDT, individuos que
receberam MDT no passado (n= 47); B. contatos domiciliares de pacientes MB (n= 36). Anticorpos
IgG para as proteinas recombinantes e IgM para PGL-I foram detectados por ELISA. Cada ponto
representa a média da DO de uma amostra de soro e a mediana da DO de cada grupo é
representada pela linha horizontal e a linha tracejada representa o cut-off (DO>0.3). O nimero na
parte superior da figura representa a porcentagem de resposta positiva. DO: Densidade 6Optica.
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O grupo pos MDT proveniente da Vila do Prata/PA também foi
estratificado de acordo com o tempo decorrido ap6s o tratamento (MDT): 4-5
anos n=5; 6-10 anos n=32; 11-20 anos n=10. A andlise do efeito do tempo
sobre 0s niveis de anticorpos anti- proteinas recombinantes e anti- PGL-I
mostrou que ndo houve correlacéo entre o tempo decorrido ap6s a MDT e os
niveis de anticorpos (Kruskal Wallis p>0.05). Entre os individuos que
concluiram a MDT entre seis e dez anos atrds (n=32) 31% possuiam
anticorpos anti-LID-1 e 8% foram soropositivos para o PGL-I. E entre os
pacientes tratados entre 10 e 20 atrds (n=10) maiores taxas de
soropositividade foram encontradas: 50% para LID-1 e 14% para o PGL-I.
(Figura 6).
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Figura 6. Sororeatividade para as proteinas recombinantes do M. leprae ( 92f, 46f, LID-1 e ML0405) e PGL-l em individuos previamente tratados com MDT da Vila do
Prata/PA. Os individuos foram estratificados por tempo pés tratamento (4-5 anos; 6-10 anos e 11-20 anos). Anticorpos IgG para as proteinas recombinantes e IgM para
PGL-I foram detectados por ELISA. Cada ponto representa a média da DO de uma amostra de soro, mediana da DO de cada grupo é representada pela linha horizontal
e a linha tracejada representa o cut-off (DO>0.3).0 niumero na parte superior indica a porcentagem de respostas acima do cut-off e 0 nimero de individuos em cada
estrato de tempo e indicado na parte inferior da figura. DO: Densidade Optica
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6. DISCUSSAO

Apesar da hanseniase representar uma das doencas infecciosas mais
antigas da humanidade, o seu diagnostico se baseia em sinais e sintomas
clinicos da doenca. At¢é o momento ndo h& nenhum teste laboratorial
comercialmente disponivel para o diagnéstico da hanseniase que continua a
representar um grave problema de saude publica em varios paises, dentre eles
o Brasil. Neste cenario, o desenvolvimento de testes laboratoriais que possam
ser utilizados para auxiliar o diagnéstico da hanseniase € considerado um tema
prioritario para pesquisa (Oskam & Buhrer- Sékula 2003; Stefani 2008).

A sorologia anti PGL-I para detec¢cao de anticorpos da classe IgM contra
o fenoglicolipideo especifico de membrana do M. leprae representa o teste
sorologico melhor padronizado e avaliado para hanseniase (Young et al. 1983;
Buhrer-Sékula et al. 1998; Buhrer-Sékula et al. 2001; Buhrer-Sékula et al.
2003). Entretanto, diversos estudos demonstraram que a sorologia anti PGL-I
nao deve ser usada como teste diagnostico uma vez que seus resultados
refletem o indice bacilar do paciente. Portanto, pacientes multibacilares sdo na
sua maioria positivos e a grande parte dos pacientes paucibacilares é
soronegativa (Fine et al. 1988; Buhrer-Sékula et al. 2007). Apos a
decodificacdo do genoma completo do M. leprae, varias proteinas
recombinantes do bacilo tém sido avaliadas por diversos grupos de pesquisa,
dentre eles o nosso grupo da UFG, visando identificar novos antigenos para
diagndstico e/ou vacinas. A meta destes estudos ndo € identificar antigenos
para substituir o PGL-I e sim identificar antigenos que possam complementar a
sorologia anti PGL-1 conferindo-lhe maior sensibilidade para os pacientes MB.
Na ultima década cerca de 200 novas proteinas recombinantes do M. leprae
foram avaliadas quanto a imunoreatividade (Spencer et al. 2005; Reece et al.
2006; Duthie et al. 2007; Duthie et al. 2010; Geluk et al. 2011- revisao).

Apesar de extensa informacdo jA gerada, a fase de triagem das
proteinas recombinantes com potencial para uso em diagnostico ainda nao foi

concluida. O genoma do M. leprae possui 1.604 genes potencialmente ativos
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(Cole et al. 2001) e nem todas proteinas que o genoma do bacilo pode codificar
foram avaliadas. Somente 165 genes do M. leprae ndo possuem ortélogo no M.
tuberculosis e foram considerados especificos do M. leprae. Entretanto, as
analises in silico demonstraram que muitas proteinas com alto grau de
homologia com proteinas de outras micobactérias ndo apresentam reatividade
cruzada na sorologia com grupos controle (tuberculose e individuos saudaveis
de area endémica). Além disso, existe uma quantidade imprevisivel de novas
proteinas de fusdo que podem ser produzidas, aumentando as possibilidades
de antigenos para serem avaliados. As proteinas de fusdo 46f e 92f foram
descritas anteriormente quanto a sua reatividade celular e as proteinas ML0405
e LID-1 foram avaliadas em 2007 por nosso grupo de pesquisa e identificadas
como fortes indutoras de imunidade humoral especifica ao M. leprae em
pacientes com hanseniase MB com as formas clinicas LL/BL (Duthie et al.
2007; Duthie et al. 2008a; Sampaio et al. 2012). Neste trabalho, extendemos a
avaliacdo imunologica humoral destas proteinas em um grande painel de
amostras de individuos provenientes de duas regides endémicas distintas do
Brasil com diferentes composicfes étnicas/ genéticas.

De um modo geral, entre os 847 individuos testados de
Rondonopolis/MT e Vila do Prata/PA observamos diferentes graus de
sororeatividade para as proteinas recombinantes do M. leprae. Os pacientes
MB foram os mais reativos, seguidos dos individuos tratados para hanseniase
MB, pacientes PB, contatos domiciliares e controles saudaveis de area
endémica. Os resultados entre os pacientes com hanseniase (PB e MB)
mostram que, assim como ocorre ha resposta ao PGL-I a soropositividade para
as proteinas recombinantes pode refletir o indice bacilar do paciente: pacientes
MB apresentam altas taxas de soropositividade enquanto a grande maioria dos
pacientes PB tem sorologia negativa. A reatividade soroldgica observada entre
0s contatos domiciliares e controles saudaveis provavelmente indica exposicéo
ao M. leprae. De forma semelhante, outros estudos tém mostrado diferentes
taxas de reatividade entre diversos grupos incluindo pacientes com hanseniase
MB e PB, contactantes domiciliares e controles de &area endémica e nédo
endémica (Reece et al. 2006; Duthie et al. 2007; Sampaio et al. 2011).

No presente estudo, as taxas de reconhecimento do PGL-l e das

proteinas recombinantes entre 0s pacientes com hanseniase MB foram
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similares, em torno de 80%, semelhantes as encontradas por outros estudos
(Oskam & Buhrer-Sékula 2003; Duthie et al. 2007; Sampaio et al. 2011).
Entretanto, no nosso estudo alguns pacientes MB com sorologia anti-PGL-I
negativa, apresentaram anticorpos para as proteinas do M. leprae. Entre os 10
pacientes MB soronegativos para o PGL-I (média de DO: 0- 0.26), cinco
apresentavam anticorpos anti-LID-1 (média de DO: 0.4- 1.7) e quatro destes
reconheceram as proteinas 92f, 46f e ML0405. Esta andlise permite concluir
gue pelo menos em teoria a associacdo de proteinas recombinantes ao PGL-I
pode resultar em um teste soroldgico com maior sensibilidade para hanseniase
MB. Teoricamente se tivessemos um teste soroldgico associando o PGL-l e a
proteina de fusdo LID-1, a taxa de reatividade entre pacientes com hanseniase
MB passaria de 83% (48/58) para 91% (53/58).

O uso de quimioprofilaxia em contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase MB ainda representa um tema polémico. Uma revisdo sistematica
e meta-analise mostrou que a incidéncia de hanseniase entre contatos pode
ser reduzida entre 30-72% pelo uso de quimioprofilaxia.Os farmacos
acedapsona, rifampicina e dapsona foram avaliados e todos diminuiram a
incidéncia de hanseniase quando comparados ao placebo (Reveiz et al. 2009).
Em nosso estudo a reatividade sorologica para o PGL-l entre os contatos
domiciliares de pacientes MB foi de 3% em Rondonopolis e 11% na Vila do
Prata. Entre as proteinas recombinantes as taxas de positividade variaram de 3
a 7% nas duas areas de estudo. As taxas de sororeatividade para o PGL-I
foram maiores entre os controles saudaveis (9%) do que entre 0s contactantes
domiciliares de pacientes MB (3%). Enquanto todos os contactantes foram
avaliados por um clinico para possivel diagnostico de casos novos, somente
controles saudaveis que apresentaram sorologia anti PGL-l positiva foram
avaliados clinicamente. Desta forma este procedimento pode explicar a menor
reatividade entre os contactantes.

Sabe-se que individuos que convivem por longo periodo no mesmo
domicilio de pacientes com hanseniase MB sem tratamento tem risco
aumentado de desenvolver a doenca quando comparados a populacdo geral
(Van Beers et al. 1999). A soropositividade para o PGL-I entre contatos tem
sido considerada um fator de risco para o desenvolvimento de hanseniase e

este dado pode ter aplicacdes para os programas de controle da hanseniase
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(Douglas et al. 2004). Desta forma, medidas preventivas tais como a
quimioprofilaxia ou monitoramento para prevencdo do diagnostico tardio
poderiam ser implementadas mediante o resultado positivo da sorologia anti-
PGL-I (Oskam & Buhrer-Sékula 2003). A quimioprofilaxia entre contatos ndo
domiciliares, como vizinhos e pessoas que compartilham o mesmo ambiente de
trabalho ndo é recomendada, pois sua eficacia ainda nao foi comprovada neste
grupo e pode ser considerada antiética devido a exposicao/revelacdo da
identidade do caso indice (Rodrigues e Lockwood 2011). Nossos resultados
indicam que cerca de 10% dos contactantes domiciliares de pacientes MB
apresentaram sorologia positiva para o PGL-l e para as proteinas
recombinantes. Estes individuos poderiam representar potenciais candidatos a
receber quimioprofilaxia para hanseniase. Foi demonstrado que cerca de 10%
dos contatos apresentam DNA de M. leprae em biopias de mucosa nasal e 4%
tem DNA de M. leprae detectado em swab nasal (Patrocinio et al. 2005).
Entretanto, ndo se sabe qual o papel dos contatos de pacientes MB na
propagacdo do bacilo e na transmissdo da hanseniase. A OMS por meio da
Estratégia Global para Maior Reducédo da Carga de Hanseniase (periodo do
plano 2011-2015) estimula o uso da quimioprofilaxia em contatos como uma
ferramenta para prevenir casos novos de hanseniase. Para isso a OMS
recomendou que um grupo de trabalho fosse criado para revisar os dados
disponiveis sobre quimioprofilaxia e desenvolver protocolos apropriados para a
implementacdo desta ferramenta nas estratégias de controle da hanseniase
(WHO 2009). No Brasil, o Programa de Controle da Hanseniase do Ministério
da Saude néo inclui recomendacdo de quimioprofilaxia para contactantes de
pacientes MB com sorologia positiva.

A vacinacdo com BCG foi inicialmente proposta para prevencdo da
tuberculose, e sabe-se que uma uUnica dose de BCG é capaz de conferir
significante protecdo contra hanseniase, variando de 20-80%. As razdes para
tal variacdo ndo sdo completamente compreendidas, mas podem ser devido as
diferentes cepas utilizadas na vacina, diferentes doses usadas e distintas
caracteristicas genéticas e fisiologicas das populacfes avaliadas (Abel et al.
1990). No Brasil, a vacina BCG € recomendada para prevencdo de
neurotuberculose e tuberculose miliar na infancia e para contactantes de

pacientes com tuberculose e hanseniase (Ministério da Saude 2001b). No
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presente estudo os 10% dos contactantes domiciliares de pacientes MB
apresentaram sorologia positva para o PGL-l e para as proteinas
recombinantes. Embora a vacinagdo com BCG seja indicada para todos os
contactantes domiciliares, em especial os contactantes soropositivos podem se
beneficiar do reforco com BCG, pois estes tem risco maior de desenvolver a
hanseniase. O acompanhamento de contactantes de pacientes MB esta fora do
escopo deste estudo.

A presenca de reatividade cruzada pode ser um problema adicional no
desenvolvimento de testes sorolégicos, especialmente para o diagnostico da
hanseniase. Em varios paises hiperendémicos para hanseniase ocorrem altas
taxas de incidéncia de tuberculose, h& alta cobertura vacinal com BCG
neonatal simultaneamente com alto nivel de exposicdo a micobactérias
ambientais ndo patogénicas (Geluk et al. 2005). O grau de homologia entre
proteinas e outros componentes celulares das micobactérias € muito alto, o
gue pode resultar em baixa especificidade. Para evitar a reatividade cruzada
alguns autores utilizaram analises in silico para selecdo prévia de antigenos
testando apenas antigenos que ndo apresentaram homoélogos em outras
micobactérias (Spencer et al. 2005; Geluk et al. 2005; Geluk et al. 2009; Geluk
et al. 2012). As proteinas que foram incorporadas para formacéo das proteinas
de fusdo 92f, 46f e LID-1 e as proteinas recombinantes ML0405 e ML1213
apresentam homologos no M. tuberculosis e M. bovis. Entretanto, quando
essas proteinas foram avaliadas em controles saudaveis, pacientes com
tuberculose pulmonar e contactantes de pacientes com hanseniase MB de
Goiania/Goias ndo houve reatividade cruzada com pacientes com tuberculose
pulmonar nem em individuos saudaveis com cicatriz vacinal de BCG, sendo
gue em Goiania a cobertura vacinal com BCG ¢ alta (em torno de 90%) (Duthie
et al. 2007; Hungria et al. 2012). Ndo possuimos dados para confirmar o
percentual de cobertura vacinal nos grupos de estudo de Rondonopolis/MT e
Vila do Prata/PA. Entretanto, as taxas de reatividade entre os contactantes e
individuos saudaveis destes dois locais foram baixas. Muitos destes
participantes testados provavelmente foram vacinados com BCG, pois desde
1971 a vacina BCG ¢é utilizada no Brasil. Ndo podemos descartar a
possibilidade que a baixa reatividade para as proteinas recombinantes

encontrada entre os CD e CS possa ser devido a exposi¢do ao M. leprae em
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area hiperendémica ou a micobactérias ambientais. Existem evidéncias de que
a protecdo contra a tuberculose e a hanseniase possa ser induzida pela
exposicdo a micobactérias ambientais, devido a expressdo de antigenos
homadlogos (Fine et al. 2001).

Os dois locais de recrutamento deste estudo apresentam diferentes
IDHs, indice que avalia qualidade de vida e desenvolvimento econdmico, com
escala variando de 0 a 1. O municipio de Rondon6polis/MT possui um IDH de
0.791 e o municipio de Igarapé-AcuU/PA onde se localizada a Vila do Prata
apresentou um IDH de 0.67 em 2011 (pnud.org.br). A populacdo da Vila do
Prata apresenta baixo grau de escolaridade, baixo nivel sécio-econémico e o
menor IDH entre os dois municipios avaliados. Estudo prévio realizado nesta
populacdo indicou uma das maiores taxas de prevaléncia de hanseniase do
mundo (Lazaro et al. 2011). Indiretamente nossos resultados confirmam dados
da literatura que associam hanseniase e pobreza. Como a populagao da Vila
do Prata permanece isolada até os dias atuais, acbes governamentais que
melhorem o acesso aos servicos de saude, favorecendo o monitoramento de
individuos de alto risco, diagnéstico e tratamento precoces poderiam diminuir
as taxas de prevaléncia de hanseniase nesta populacdo. A Vila do Prata foi
formada por individuos geneticamente suceptiveis a hanseniase (filhos e
familiares de antigos pacientes que ficaram isolados neste leprosario) e seus
moradores permanecem isolados por quase um século com altas taxas de
exposicdo ao M. leprae. Se um teste POC para hanseniase estivesse
disponivel para monitoramento de individuos de alto risco, muitos moradores
da Vila do Prata poderiam ser candidatos a receber quimioprofilaxia, tais como
os contatos domiciliares positivos para o PGL-I e proteinas recombinantes.

Os pacientes PB  sdo caracterizados por apresentarem imunidade
celular ao M. leprae e fraca producédo de anticorpos (Ridley e Jopling 1966;
Yamamura et al. 1992). Corroborando estudos prévios, a sororeatividade de
pacientes PB para proteinas recombinantes do M. leprae e PGL-I foi baixa.
Curiosamente a proteina 92f que apresentou as menores taxas de
reconhecimento no grupo de pacientes MB (59%) foi a mais reativa entre os
pacientes PB (16%). A proteina 92f é formada pela tri-fusdo das proteinas
ML2028, ML2346 e ML1862. A proteina ML2028 é membro da familia de

proteinas do complexo Ag85B e foi descrita como sendo capaz de detectar
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resposta de anticorpos na maioria dos pacientes PB. Esta proteina detectou
90% dos pacientes LL/BL e 65% dos pacientes TT/BT por ELISA em um estudo
realizado em pacientes com hanseniase provenientes das Filipinas. Neste
mesmo estudo baixas taxas de sororeatividade foram encontradas nos
controles endémicos e nos pacientes com tuberculose (Spencer et al. 2011).
Desta forma, € provavel que a proteina recombinante ML2028 presente na
proteina de fusdo 92f contribua para reatividade observada em pacientes PB.
As respostas imunoldgicas para proteinas de fusdo é imprevisivel podendo
resultar em maior ou menor reatividade em razdo do processo de fusdo. Nas
proteinas de fusdo pode ocorrer sinergismo devido ao aumento na
disponibilidade de epitopos imunogénicos aumentando a resposta as proteinas
de fusdo. No entanto, frequentemente a resposta as proteinas de fusdo pode
ser diminuida, como uma consequéncia da menor disponibilidade de epitopos
devido ao enovelamento tridimensional da nova proteina gerada ou
simplesmente por uma diminui¢do na densidade de epitopos. Infelizmente, ndo
ha método racional ou preditivo para avaliar estas possibilidades antes da
expressao e avaliacao biologica.

Em nosso estudo avaliamos um grupo de antigos pacientes que foram
diagnosticados com hanseniase MB e concluiram o tratamento entre 1990-
2006 (grupo p6s MDT). Estudos anteriores mostraram que 0S niveis de
anticorpos anti PGL-I em pacientes avaliados apdés a MDT apresentaram
significante declinio (Cho et al. 1991; Roche et al. 1993; Cho et al. 2001; Silva
et al. 2007). Um estudo recente, avaliou o impacto da MDT na resposta de
anticorpos (IgG) as proteinas recombinantes do M. leprae (Duthie et al. 2011b).
Foram avaliados antigos pacientes que receberam tratamento (MDT) ha dez
anos (1999-2002), contatos de pacientes MB e controles saudaveis de quatro
vilas da Venezuela, onde a hanseniase foi endémica uma década atras. Entre
0s antigos casos de hanseniase houve reducdo dos niveis de anticorpos IgG
anti proteinas recombinantes (ML0405, ML2331 e LID-1). Entretanto, quatro
dos individuos tratados (4/57), mostraram respostas positivas quando
comparadas aos controles. Para estes individuos a reatividade foi associada a
tratamento irregular ou inadequado. Comparado aos nossos resultados
identificamos maiores taxas de positividade entre os individuos pés MDT nos

dois locais de recrutamento. Nos dois grupos pés MDT (Rondonépolis/MT e
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Vila do Prata/PA) ndo observamos relacdo entre o tempo decorrido apds a
MDT e os niveis de anticorpos. Nosso estudo nao foi delineado para verificar o
efeito do tempo pés MDT no declinio de anticorpos e este efeito provavelmente
é variavel entre diferentes individuos. Além disso, como nosso estudo foi uma
avaliacdo transversal e ndo um estudo de coorte, ndo possuimos dados
suficientes para avaliar se houve tratamento incorreto/irregular e qual seria a
taxa de recidiva nestes grupos. Para se verificar o efeito do tempo p6s MDT no
declinio dos niveis de anticorpos o ideal seria monitorar numa coorte pacientes
em diferentes periodos durante e apos a MDT.

E importante salientar que os pacientes dos grupos pés MDT receberam
tratamento entre 1990 e 2006, neste periodo a classificacdo da hanseniase, a
duracéo do tratamento, a definicdo de cura e as taxas de cobertura sofreram
alteracoes, dificultando a comparacéo dos resultados deste grupo. Em 1981 a
OMS recomendou o uso da MDT para todos os pacientes com hanseniase.
Neste periodo os pacientes PB eram tratados por 6 meses, ja 0 regime para 0s
MB era de 24 meses ou até a baciloscopia se tornar negativa (WHO 1994). Em
novembro de 1987 o Expert Committee on Leprosy fez alteracbes na
classificacdo dos casos de hanseniase para proposta de MDT: todos os
pacientes com baciloscopia positiva deveriam ser classificados como MB,
mesmo que apresentassem menos de 5 lesdes de pele. Em 1992, o tratamento
com duracao fixa foi implementado (6 meses para PB e 24 meses para MB) e o
exame baciloscopico deixou de ser utilizado para definicdo de cura. No ano
2000 a duracéo do tratamento para pacientes MB foi diminuida de 24 para 12
meses (WHO 2004). A implementacao global da MDT foi gradual, entre 1990-
1993 a cobertura com MDT era de aproximadamente 50% e a partir de 1997 as
taxas de cobertura passaram para 100% (WHO 2012).

Estudo prévio (Duthie et al. 2011b) também avaliou o declinio da
resposta de anticorpos durante a MDT em 107 pacientes provenientes de Séo
Paulo/Brasil acompanhados desde o inicio do tratamento e a cada dois meses,
até completarem 5 meses de tratamento. A resposta de anticorpos declinou
gradualmente durante a MDT, sendo o declinio da resposta de anticorpos anti
proteinas recombinantes mais pronunciada (30%) do que o declinio de IgM
para o PGL-1 (10%). No presente estudo a mediana da DO para PGL-I entre os

individuos p6s MDT de Rondonépolis e da Vila do Prata foi menor que a
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mediana da DO para as proteinas recombinantes e menores taxas de
positividade foram encontradas para o PGL-I . Entre os individuos p6s MDT
provenientes de Rondondpolis a positividade para o PGL-I foi de 14% e de 42%
para LID-1. Na Vila do Prata, 8% dos individuos p6s MDT reconheceram o
PGL-l e 35% foram positivos para LID-1. Diferentemente dos resultados
anteriores, nossos resultados sugerem que os anticorpos IgM para o PGL-I
declinam mais rapidamente do que os anticorpos IgG para as proteinas
recombinantes. Contudo, a mediana da DO da sorologia para LID-1 entre
pacientes MB virgens de tratamento foi duas vezes maior do que a mediana da
DO da sorologia para PGL-1 (1.6 e 0.74, respectivamente). Além disso, a taxa
de positividade para PGL-I (83%) foi menor do que a obtida para LID-1 (89%)
entre pacientes MB virgens de tratamento. Em conjunto, estes resultados
podem justificar a menor reatividade para o PGL-I observada entre os
individuos pés MDT. Além disso, as discrepancias observadas entre 0 nosso
estudo e o estudo de Duthie et al. (2011b) também podem ser pelo menos
parcialmente atribuidas ao uso de diferentes analogos sintéticos do PGL-I
(dissacarideo ND-O-BSA usado por Duthie et al. e trissacarideo NT-P-BSA
usado neste estudo). Além disso, diferencas na forma de avaliar a positividade
(indice ELISA usado por Duthie et al. e mediana de DO usada neste estudo) e
caracteristicas distintas nas populacfes avaliadas podem ter contribuido para
estas discrepancias.

Diferentes alelos do complexo HLA distribuidos de forma distinta entre
grupos populacionais podem influenciar a reatividade imunoldgica as proteinas
recombinantes do M. leprae (Geluk et al. 2005). Desta forma, um teste
diagndstico com aplicacdo para paises endémicos deve ser comprovadamente
sensivel e especifico em pacientes de diferentes regides geograficas. A
avaliacdo de proteinas recombinantes previamente identificadas como
indutoras de reatividade humoral especifica para o M. leprae em diferentes
grupos de estudo do estado de Goias e em outras duas regides geograficas
mostrou que proteinas imunogénicas e especificas foram reconhecidas por
pacientes MB de outras duas areas hiperendémicas para hanseniase com
composi¢cdes étnicas/genéticas diferentes. Nao se pode descartar que
diferencas regionais nos alelos HLA impliquem na utilizacdo simultdnea de

multiplos antigenos em um dnico teste diagndstico.
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Sabe-se que os pacientes com hanseniase multibacilar ndo tratados
eliminam grandes quantidades de bacilos pela mucosa nasal representando a
principal fonte de transmissdo do bacilo (Job et al. 2008). A estratégia de
eliminacdo da hanseniase baseada na MDT né&o afetou as taxas de incidéncia
da doenca e a transmissdo da doenca permanece ativa. Portanto, um teste
laboratorial capaz de diagnosticar precocemente pacientes MB, principalmente
um teste POC que possa ser usado em situacdes de campo nos paises
endémicos, podera contribuir para a rapida introducdo da MDT auxiliando a
interrupcdo da cadeia transmissdo do M leprae que é crucial para o controle da

hanseniase.
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7. CONCLUSAO

o As proteinas recombinantes do M. leprae 92f, 46f, LID-1, ML0O405 se
mostraram imunogénicas e especificas quando avaliadas em um amplo painel
de amostras de pacientes e controles provenientes de duas regides endémicas
para hanseniase no centro-oeste e norte do Brasil (Rondonépolis/MT e Vila do
Prata/PA).

o Entre os pacientes multibacilares de Rondondépolis/MT taxas de
reatividade acima de 80% foram detectadas para as proteinas recombinantes
(46f, LID-1 e MLO405) e PGL-I. Entre os pacientes paucibacilares as taxas de
reatividade para as proteinas recombinantes variaram de 5-16% e para o PGL-I
a taxa de reatividade foi de 12%. Nossos dados sugerem que O
desenvolvimento de um teste soroldgico que associe proteinas recombinantes
do M. leprae e PGL-I podera resultar em teste de maior sensibilidade para

hanseniase MB.

o Entre os contactantes de pacientes MB de Rondonopolis/MT a
reatividade para as proteinas variou de 4-7% e na Vila do Prata/PA a
reatividade variou 3-8%. Diferentes taxas de positividade foram encontradas
para o PGL-l, sendo que 3% dos contactantes de Rondonoépolis foram
soropositivos e 11% dos contactantes da Vila do Prata/PA. Os contactantes
soropositivos para proteinas recombinantes e PGL-I representam os potenciais

candidatos a receber quimioprofilaxia.

o Entre os controles saudaveis de area endémica (Rondonopolis/MT) as
taxas de reatividade para as proteinas recombinantes e PGL-I foram baixas (3-
9%), indicando que apesar das altas taxas de incidéncia de tuberculose e alta
cobertura vacinal com BCG e a exposicdo a micobactérias ambientais ndo

patogénicas, ndo observamos reatividade cruzada.

o Nos grupos pos MDT, observou-se declinio das taxas de reatividade
para as proteinas recombinantes e PGL-I em relagdo a pacientes MB recém

diagnosticados e virgens de tratamento.
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Summary

New Mycobacterium leprae protein antigens can contribute to improved serologic tests
for leprosy diagnosis/classification and multidrug-therapy/MDT monitoring. This study
describes seroreactivity to M. leprae proteins among participants from three highly
endemic leprosy areas in Brazil: central-western- Goiania/Goias (n=225),
Rondonopolis/Mato Grosso (n=764); northern- Prata Village/Para (n=93). ELISA tests
were performed to detect 1gG to proteins (92f, 46f, LID-1, ML0405, ML1213) and IgM
to phenolic-glycolip-1 (PGL-1). Multibacillary leprosy-MB had similar positivity rates
to PGL-I versus proteins, however some anti PGL-1 negatives had antibodies to proteins
suggesting that adding protein antigen to PGL-I can enhance sensitivity to MB leprosy.
In Mato Grosso, different degrees of seroreactivity were observed ranking from MB,
former patients after MDT, paucibacillary leprosy-PB, household contacts-HHC and
endemic control-EC groups. Seroreactivity of PB patients was low in Goias and Mato
Grosso. HHC from different endemic sites had similar 1gG antibody responses to
proteins. Both 46f, 92f were not recognized by most tuberculosis patients, EC and HHC
within Goids, an area of high BCG vaccination coverage. Low positivity in EC and
HHC was observed in Pard and Mato Grosso. Our results provide evidence for the
development of an improved serologic test that could be widely applicable for MB

leprosy in Brazil.
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Introduction

In field conditions the diagnosis and classification of leprosy is based on clinical
manifestations of the disease and up to now specific and sensitive tests to detect
Mycobacterium leprae infection are not commercially available. The development of
diagnostic tests for leprosy needs to take into account the wide spectrum of clinical
manifestations for which there is an inverse correlation between the bacterial index (Bl)
and the cell-mediated immunity (CMI). The leprosy spectrum comprises multibacillary
patients (MB) (lepromatous-LL and borderline lepromatous-BL) who develop strong
humoral responses, but weak CMI to M. leprae. At the other pole, PB patients
(tuberculoid- TT and borderline tuberculoid-BT) develop robust CMI but weak or no
humoral immunity to M. leprae (reviewed in Scollard et al. 2006). Between these polar
forms, immunologically unstable patients, with less effective CMI, develop borderline
leprosy forms (borderline tuberculoid-BT, borderline-borderline-BB or borderline
lepromatous-BL). In leprosy endemic countries, household contacts of MB patients
(HHC) are at increased risk of developing leprosy and can present both CMI and
humoral response indicating either protective immunity or priming of the immune
system by repeated exposure to leprosy bacilli (Buhrer-Sékula et al. 2003; Fine et al.
1997; Sampaio et al. 2011). Therefore based on the diverse immunological profiles
observed within leprosy spectrum, and among exposed contacts, a combination of
serologic tests with assays based on CMI responses against M. leprae antigens will
likely be required for the detection of most forms of leprosy (Stefani 2008).

The thirty years of implementation of multidrug therapy (MDT) for leprosy led
to a significant decline in prevalence but incidence is now stable and at high levels in
many countries, indicating that active transmission is still going on (WHO WER 2011).

In Brazil, great achievements in public health assistance and economic development have
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taken place in recent years (Barreto et al. 2011). However, leprosy remains an important
public health problem with 34.894 new cases reported in 2010 (WHO WER 2011). Brazil
presents significant levels of inequality and regional differences in leprosy detection with
the highest rates being reported in the northern and central-western regions (39.98 and
33.92 per 100.000 population respectively) (Ministério da Salde 2011). For treatment
decisions a simplified classification system based on the number of skin lesions was
proposed: PB present less than 6 skin lesions and MB present 6 or more skin lesions.
Different MDT regimens are used to treat PB and MB leprosy (WHO 1991) therefore any
laboratory test that could aid the differentiation/classification of PB and MB patients may

have an important impact for patients’ management by public health.

The best evaluated serologic test for leprosy is based on the detection of IgM
antibodies to the phenolic glycolipid I (PGL-I), a membrane component exclusive to M.
leprae (Blhrer-Sékula et al. 1998). Several studies have shown that anti PGL-1 positivity
reflects the bacillary load: most MB patients are seropositive while the majority of PB
patients are seronegative (Young et al. 1983; Buhrer-Sékula et al. 2003). Although of
limited application for the diagnosis of all leprosy clinical forms, anti PGL-I serology has
been suggested as an important adjunct tool for the differentiation of PB and MB leprosy
(Buhrer-Sékula et al. 2000; Bihrer-Sékula et al. 2007). More recently, in the post
genomic era, data regarding the seroreactivity to novel M. leprae protein antigens have
been generated in various populations worldwide. Similar to anti PGL-I serology, the
presence of IgG antibodies to protein antigens reflects the leprosy spectrum and the
bacillary load: most MB patients have high IgG titers but few PB patients are responsive
(Spencer et al. 2005; Geluk & Ottenhoff 2006; Reece et al. 2006; Araoz et al. 2006a;
Araoz et al. 2006b; Duthie et al. 2007; Geluk et al. 2009; Duthie et al. 2010; Geluk et al.

2010). A significant decay in specific antibody responses occurs after MDT suggesting
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that serology may be useful to monitor MDT (Silva et al. 2007; Duthie et al. 2011).
Despite abundant new information, the serologic reactivity to other novel M. leprae
antigens, including new fusion proteins remains to be shown (Duthie et al. 2008a; Duthie
et al. 2010). Either in combination with or exclusive from PGL-I, these new protein
antigens represent candidates for the development of improved serologic tests with
enhanced specificity and sensitivity for leprosy diagnosis/classification and MDT
monitoring.

A sensitive, specific, simple and robust diagnostic test that could be widely used
in the field in leprosy endemic regions irrespective of the ethnic/genetic background of
the population would be the ideal solution. However, distinct HLA alleles which are
differently distributed among populations can interfere with the immunological reactivity
to these proteins and this represents a potential limitation for the widespread
implementation of such tests (Geluk et al. 2009). In this regard, this study describes the
serologic evaluation of two new M. leprae fusion antigens and extends testing of four M.
leprae recombinant antigens to large panels of leprosy patients and controls with diverse

ethnic backgrounds recruited in highly endemic regions for leprosy in Brazil.
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Material and Methods

Study area demographics

This study included a total of 1.072 participants recruited in three different
leprosy endemic settings in Brazil: Goiania/Goias, Rondonopolis/Mato Grosso and
Prata Village/Para (Figure 1). These three settings have different human development
index (HDI) which results from a combination of life expectancy at birth, mean years of
schooling and gross national income per capita, considering that the highest HDI score
worldwide is 1.0.

Main features of recrutiment sites are: 1. Goiania city (1.256.514 inhabitants;
HDI=0.832) located in Goids State, central-western Brazil (IBGE 2010); 2.
Rondonopolis city (195.476 inhabitants; HDI=0.791) located in Mato Grosso State,
central-western Brazil, considered a hyperendemic area for leprosy (MS 2009); 3. “Vila
do Santo Antonio do Prata/ “Prata Village” (population around 2.000 inhabitants)
located in Igarapé-Acu municipality (35.843 inhabitants; HDI=0.67) in Para
State/Amazonian basin, northern Brazil (IBGE 2010).

Rondondpolis is one of the eleven municipalities prioritized for leprosy control
due to the increase both in newly diagnosed individuals younger than 15 years
(>=10/100.000 inhabitants in 2009) and in grade 2 disability at diagnosis (MS 2009).
“Vila de Santo Antonio do Prata/ Prata Village” is a former leprosy colony created in
1920 and although compulsory isolation ended in 1962, this population has remained
isolated. This site is one of several “hot pockets” of leprosy within Para State, where a
preliminary assessment indicated 12.82% leprosy prevalence (Lazaro et al. 2011).
Leprosy is known to be related to social and material inequalities (Kerr-Pontes et al.
2004) and the Prata Village (lowest HDI among the study sites) presented the highest

leprosy prevalence among the three settings tested.
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Brazil has a multi-racial population comprising a confluence of descendants of
native Indians, Portuguese colonizers and West African slaves, and more recently,
additional European, Arab and Japanese immigrants. The population in Goias State is
composed mainly of persons that declare themselves as white or mixed white and black.
In contrast, mixed white and black individuals are the main group (>70%) in Para State
and black Afro descendants from slaves represent a substantial component of its
population (IBGE 2010). Para and Mato Grosso are also among the states with the
highest concentration of native Brazilian Indians, with around 30.000 Indian individuals

from more than 30 different ethnicities in Para State.
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Figure 1: Geographical localization of the three Brazilian leprosy endemic study areas: Iguarapé-
Acu/ Prata Village/PA, northern region, Rondondpolis/MT and Goiania/GO in central-western

region.
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Study groups

In this study all newly diagnosed leprosy patients were classified according to
Ridley and Jopling criteria considering clinical, bacilloscopic and histopathology data.
All participants signed an informed consent before blood collection, sera samples were
stored at -20°C and sent to IPTSP/UFG where all serological tests were performed. In
each site participants from both sexes and of any age range were included. Serum
samples were collected from 2006 to 2010.

Participants from Goias State were recruited at the main outpatient clinic (Centro
de Referéncia em Diagndstico e Terapéutica, Goiania/GO) and included the following
study groups: A. Newly diagnosed untreated leprosy patients (PB, n=45; MB, n=45); B.
Healthy household contacts of MB leprosy patients (HHC, n=45) defined as healthy
individuals who have shared the same house as the index case for at least 6 months; C.
Healthy endemic controls (EC, n=45) who had no previous tuberculosis diagnosis or
known contact with leprosy patients; D. Pulmonary tuberculosis (TB) patients with
confirmed bacillioscopy, seronegative for HIVV-1/2 and under specific therapy for at least
3 months (TB, n = 45).

Study groups from Rondonopolis/MT included: A. Newly diagnosed untreated
leprosy patients (n=151; 58 MB/ 93 PB) recruited at “Centro de Dermatologia Jardim
Guanabara”; B. Healthy household contacts of MB leprosy patients (HHC, n=192); C.
Healthy endemic controls (EC, n=282); D. Individuals previously diagnosed with MB
leprosy that completed MDT from 1990 to 2006 (Post MDT, n=139).

Study groups from Prata Village were: A. Healthy household contacts of MB
leprosy patients (HHC, n=36); B. Previously diagnosed MB leprosy patients that

completed MDT between 1990 and 2006 (Post MDT, n=47).
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Detection of antibodies to M. leprae antigens

Serum IgG antibodies to M. leprae protein antigens were detected by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The seroreactivity of the di-fusion protein LID-1
and the recombinant MLO405 protein, both previously described by our group as
immunogenic and capable of inducing specific responses among leprosy patients (Reece
et al. 2006; Duthie et al. 2007), as well as the seroreactivity of two novel M. leprae fusion
proteins (46f, a di-fusion of the ML0568 and ML0405 proteins and 92f, a tri-fusion of the
ML2028, ML2346 and ML1862 proteins) was evaluated. The previously described, non-
immunogenic ML1213 recombinant protein was used as a negative control (Reece et al.
2006). In brief, polysorp 96-well plates (Corning Costar, NY, USA) were coated with 2
ug/ml of each individual recombinant protein at 4°C and blocked with PBS/Tween-20
with 1% BSA. Serum samples diluted 1/200 in 0.1% BSA were added in duplicates and
incubated for 2 hours at RT. Plates were washed and incubated with HRP-conjugated
with anti-human IgG (Southern Biotech, Birmingham, AL). After washings, reactions
were developed with peroxidase color substrate (KPL, Gaithersburg, MD, USA) and
quenched by the addition of 1N H,SO,. The corrected optical density (OD) of each well
at 450 nm was read using a Multiskan Ex microplate reader (Thermo Scientific, USA).
Based on previous data, the threshold for positive responses was calculated as 2 x
standard deviation (SD) of the OD of sera from healthy endemic controls, such that
samples with OD> 0,3 were considered positive (Duthie et al. 2007). The specificity of
the response was defined by low (<10%) recognition by sera from TB patients and EC.
Results are expressed as the mean OD of duplicates.

Serum IgM antibodies to M. leprae phenolic glycolipid (PGL-1) were similarly
detected by ELISA. Polysorp 96-well plates (Nunc, Roskild, Denmark) were coated with

0.01pg/ml NT-P-BSA, the trisaccharide synthetic analog of PGL-1 conjugated to BSA
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(kindly provided by Dr Fujiwara, Nara University, Japan), and blocked with PBS-1%
BSA. Serum samples diluted 1/300 in 1% BSA were tested in duplicates either with NT-
P-BSA or BSA-coated wells. After incubation and washings, HRP-conjugated to anti-
human IgM (Immuno Chemicals, St. Louis, Missouri, USA) was added. After incubation
and washings, peroxidase color substrate (KPL, Gaithersburg, MD,USA) was added and
the reaction was quenched by the addition of 2.5N H,SO4. The OD was read at 450 nm
using a Multiskan Ex microplate reader (Thermo Scientific, USA).
Statistical analyses

GraphPad Prism (version 5) and MS Excel (2007) were used for the calculation of
the median, mean values of OD and for dot blot graphics. Statistical significance was
assessed by Kruskall-Wallis one way analysis of variance for comparison of multiple
groups and by Mann-Whitney for comparison between two groups. Results were
considered statistically significant when p-values < 0.05 were obtained.
Ethical Issues

This study was approved by the following boards: “Comité de Etica em Pesquisa
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias” (protocol
#4862), “Comissdo Nacional de Etica Pesquisa/ CONEP/Brazil” (protocol #12962) and
the Ethics Committee from “Instituto Lauro de Souza Lima” (protocol #172/09). For
participants below 18 years of age, the informed consent form was either signed by one

of the parents or by the legal guardian.

Results
Seroreactivity to novel M. leprae fusion proteins
Serologic reactivity to the novel M. leprae fusion proteins 46f and 92f was

assessed among 225 participants from Goiania/Goias State, across five groups (MB, PB,
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HHC, EC and TB, 45 individuals per group; Figures 2A and 2B). MB patients comprised
16 LL, 9 BL and 20 BB forms (median Bl= 4), with a median age of 52 years and a
majority of males. PB patients consisted of 16 TT and 29 BT patients, with a median age
of 41 years and a majority of females. In the HHC and EC groups the median ages were
35 and 27 years, respectively, and similar proportions of males and females were
included. Among TB patients, the median age was 36 years and most were male.
Coverage with BCG vaccination is high in Goiania/GO and this was reflected in each
study group. BCG scars were detected in 84.4% (38/45) TB patients, 89% PB leprosy
(40/45), 80% (36/45) MB leprosy, 100% HHC and 97.8% (44/45) EC.

Regarding 46f antigen (Figure 2A), most MB leprosy patients (86.6%, 39/45) had
detectable IgG antibodies (median OD= 1.33 ranging from 0.17 to 2.31) and 33.3%
(15/45) of PB leprosy were seroreactive (median OD= 0.23 range 0.16-0.73).
Serological recognition by HHC, EC and TB was low, ranging from 3% in EC (median
0OD=0.14) to 5% in HHC (median OD=0.24), 4% TB (median OD=0.29).

The serologic reactivity to 92f (Figure 2B) was statistically different among MB,
PB, TB, EC, HHC (p<0.0001). Most MB leprosy patients were seroreactive (64.4%,
29/45), (median OD= 0.36, range 0.13-1.75) and 22.2% (10/45) of PB patients were
positive (median OD=0.18, range 0.11-0.78). Unlike the 46f proteins which demonstrated
an even distribution of responses, the 92f fusion demonstrated a clear division into
positive and negative responses in the MB group. Recognition by HHC, TB and EC

ranged from 4-8% however at low median ODs: HHC=0.17, TB=0.17 and EC=0.16.

87



oD

In these groups, positivity to anti PGL-1 serology was 84% for MB leprosy
(38/45, OD range 0.08-2.76) and 9% for PB leprosy (4/45, OD range 0-0.95). Antibodies
to PGL-I were detected in 4% TB patients (2/45, OD range 0-0.30), in 2% EC (1/45, OD

range 0.02-0.31) and 7% HHC (3/45, OD range 0-0.53) (Figure 2C).
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Figure 2: Antibody responses in Goiania. Serologic reactivity to: A. 46f protein; B. 92f protein;
C. PGL I. Newly diagnosed untreated multibacillary (MB) and paucibacillary leprosy patients
(PB), tuberculosis patients (TB), endemic controls (EC) and house hold contacts of MB patients
(HHC) from Goiania/Goias, central western Brazil. 1gG antibodies to M. leprae protein antigens
(92f, 46f) and IgM antibodies to PGL-I were detected by ELISA tests. OD=optical density. Each
point represents the mean OD of duplicates of an individual serum sample and the median OD
value of each group is represented by the horizontal line. The traced horizontal line is the cut off

(OD>0.3). The number above each data set is the percent positive responses.

Expanded serologic testing to M leprae proteins: RondonépolissMT

To expand both the number and geographic distribution of participants analyzed,
we tested sera from 764 individuals recruited in Rondondpolis/MT, one of the eleven
municipalities prioritized for leprosy control (MS 2009). In Rondondpolis/MT, most MB

and PB leprosy patients were males and were older than HHC and EC. Post MDT
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participants had a median age of 53 years. ML0405, LID-1 and 46f were recognized by
over 80% of the MB patients (Figure 3). The highest positivity was observed against
LID-1 protein (89%, Figure 3A). The median OD for LID-1 was 1.60, for ML0405 was
1.81 and for 46f was 1.26 (p <0.0001 versus EC). In this MB group, the rate of positivity
to 92f was lower compared to the other proteins assessed (59%) (median OD= 0.43,
range 0.05-2.66). Most MB patients from Rondondpolis (83%, 48/58) were also positive
for anti-PGL-1 serology (median OD=0.74, range 0.03-1.55).

Low levels of both IgG antibodies to M. leprae proteins and IgM antibodies to
PGL-I were observed among the 93 PB patient sera from Rondonépolis/MT (Figure 3C).
Regarding seropositivity to protein antigens, 7-16% of PB patients were responsive, with
the highest positivity rate detected to 92f protein (16%, 15/93, median OD= 0.13, range
0.01-0.98). The positivity to PGL-1 among PB patients was 8% (7/93, median OD=0.03,
range 0.01-0.51). Table 1 summarizes positivity rates in ELISA tests and OD details for
LID-1 fusion protein and PGL-I antigen among untreated MB and PB leprosy patients

from Rondonopolis.
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Table 1: Positive responses to LID-1 and PGL-I antigens among multibacillary and

paucibacillary leprosy patients from Rondonépolis/MT, Brazil.

% Positivity MB PB

LID-1 89% 7%

median OD (range) 1.6 (0.03- 3.0) 0.11 (0.01-0.8)
PGL-I 83% 8%

median OD (range)  0.74 (0.03-1.55)  0.03 (0.01-0.51)

The positivity rate for all antigens was low among HHC and EC. For HHC,
positivity to different M. leprae proteins ranged from 4% to 7%, with the highest
positivity to 92f protein while 3% were anti PGL-I positive. EC had higher positivity
rate for anti-PGL-1 (9%) than to M. leprae proteins (around 3%) (Figures 3D and 3E).

In agreement with previous observations indicating that antigen-specific responses
wane upon treatment (Duthie et al. 2011), the seroreactivity of previously diagnosed MB
leprosy that completed MDT 4 to 20 years prior to testing (n=139) was lower than
observed among unmatched, untreated MB patients with reactivity ranging from 17% to
45% ( Figure 3B). Inthe post MDT group, the median ODs to protein antigens were also
lower than those observed for untreated MB leprosy patients: 0.25 for LID-1, 0.20 to
MLO0405, 0.28 to 46f and 0.24 to 92f. Around 14% individuals post MDT were anti-
PGL-I positive (median OD= 0.03). In order to check the effect of time post MDT in the
decline of antibody levels to protein antigens among previously diagnosed MB leprosy
from Rondonopolis, participants were stratified according to the number of years post-

treatment: 4-5 years n=27; 6-10 years n=70; 11-15 years n=38 and 16-20 n=4. No
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correlation was observed between the number of years post-treatment and seroreactivity

to proteins tested (Kruskal Wallis p>0.05, data nota shown).
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Figure 3: Serologic reactivity to M. leprae protein antigens- 92f, 46f, LID-1, ML0405 PGL-I and
ML1213 among  participants from RondonoépolissMT: A. Newly diagnosed untreated
multibacillary leprosy patients (MB, n=58); B. Post MDT (n=139) individuals previously
diagnosed as MB leprosy that received MDT in the past; C. Newly diagnosed untreated
paucibacillary (PB, n=93); D. House hold contacts of MB patients (HHC, n=192); E. Endemic
controls (EC, n=282). IgG antibodies to M. leprae protein antigens and IgM antibodies to PGL-I
were detected by ELISA. Each point represents the mean optical density (OD) of duplicates of
each individual serum sample. The median OD value of each group is represented by the
horizontal line and the traced line represents the cut off (OD>0.3).The number above each data

set is the percent positive responses.
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Serologic reactivity among participants from “Prata Village/PA”.

Seroreactivity of 83 participants from Prata Village/PA, a former leprosy colony
that remains a leprosy “hot pocket” (Lazaro et al. 2011), was assessed. Post MDT
individuals were older than HHC (median age of 46 and 23 years, respectively) and both
groups included similar numbers of males and females. The positivity rate in individuals
from Prata Village that had leprosy and had completed MDT (n=47) in the past (4 to 20
years ago) ranged from 33% to 50% (35% to LID-1, 50% to 46f, 33% to ML0405 and
50% to 92f) (Figure 4A). In this post MDT group, 8% were positive for anti PGL-I
serology. While 11% HHC were anti PGL-I positive, a low (3-8%) to absent response to

M. leprae proteins was observed in this group (Figure 4B).

The effect of time post MDT in the seroreactivity to protein antigens in
individuals previously diagnosed as MB leprosy from Prata was assessed by the
stratification according to the number of years post-treatment: 4-5 years n=5; 6-10 years
n=32; 11-20 n=10. No correlation was observed between the number of years post-

treatment and antibody levels to proteins (Kruskal Wallis p>0.05, data not shown).
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Figure 4: Serologic reactivity to M. leprae protein antigens- 92f, 46f, LID-1, ML0405, PGL-I
and ML1213 among participants from Prata/PA. A. Post MDT (n=47) individuals previously
diagnosed as MB leprosy that received MDT in the past; B. Household contacts of MB patients

(HHC, n=36). IgG antibodies to M. leprae protein antigens and IgM antibodies to PGL-1 were
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detected by ELISA. Each point represents the mean optical density (OD) of duplicates of each
individual serum sample. The median OD value of each group is represented by the horizontal
line and the traced line represents the cut off (OD>0.3).The number above each data set is the

percent positive responses.

Discussion

The results from this study demonstrate that the evaluation of the serologic
reactivity to new M. leprae antigens among distinct populations from a highly endemic
country with a multi racial population is a robust strategy to identify potential antigen
targets for the development of new serologic tests for leprosy. More recently several M.
leprae protein antigens that are recognized by antibodies of leprosy patients have been
described (Spencer et al. 2005; Geluk & Ottenhoff 2006; Reece et al. 2006; Araoz et al.
2006a; Araoz et al. 2006b; Duthie et al. 2007; Geluk et al. 2009; Duthie et al. 2010;
Geluk et al. 2010). However, the screening phase is not concluded yet since the
generation of new fusion protein antigens, expands the possibilities of new antigens to
be tested. Our group has described in specific populations new protein antigens,
including fusion proteins, suitable for the development of improved serologic tests for
leprosy. The cell mediated immune responses to 46f and 92f M. leprae fusion proteins
tested in this study were previously described (Duthie et al. 2008b; Sampaio et al.
2011). In the current study we describe the humoral responses to 46f and 92f M. leprae
fusion proteins. Moreover their serologic reactivity was validated in an expanded
population with distinct ethnic backgrounds recruited in two highly endemic regions in
Brazil. Our results are encouraging as they provide evidence for the development of an
improved serologic test that could be widely applicable for leprosy in Brazil.

Our results indicate that adding a protein antigen to PGL-1 in the composition of

a serologic test can enhance sensitivity of a serologic test to MB leprosy. Although
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among MB leprosy very similar rates of positivity were detected to PGL-1 versus LID-
1, MLO405 and 46f proteins, some MB leprosy patients with negative anti PGL-I
serology had antibodies that recognized M. leprae proteins. Five out of 10 MB leprosy
patients seronegative to anti PGL-1 (OD range 0- 0.26) were responsive to LID-1, and 4
of these patients had antibodies to ML0405, 46f and 92f. Thus, in theory, the positivity
rate in MB leprosy could increase from 83% to 91% by a combination of the LID-1
antigen and PGL-I.

In this survey when different study groups from one endemic site were screened
(e.g., Rondondpolis, Figures 3A-E) quite different degrees of seroreactivity were
observed. MB patients were the most responsive followed by post MDT, PB, HHC and
EC groups. In MB and PB leprosy patients this ranking of serologic response likely
reflects the bacillary load. Among uninfected controls this probably reflects the higher
level of exposure in contacts than in healthy endemic controls.

A previous study among Brazilian individuals followed for five months during
MDT (Duthie et al. 2011) showed a more pronounced decline in the antibody titers to
proteins than to PGL-I . In our study, the median ODs for PGL-I among post-MDT
groups from Rondondpolis and Prata were lower resulting in lower positivity levels
compared to LID-1 (14% PGL-1 vs 42% LID-1 in Rondonépolis; 8% PGL-1 vs 35%
LID-1 in Prata), suggesting that anti PGL-I antibodies declined more over time.
However, the median OD for LID-1 among MB patients was almost twice as high as
the median OD for PGL-I (1.6 vs 0.74), and the positivity for PGL-I in this group was
lower than to LID-1 (83% vs 89%) which might account for the much lower percentage
of PGL-I positivity among post-MDT individuals. Moreover, discrepancies observed in
the decline of antibody levels in these two studies could be attributed to the use of

different PGL-1 antigens (NDO-BSA vs NT-P-BSA), differences in ELISA assays
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including cut off points and differences in the study populations tested in the two
studies.

This previous study (Duthie et al. 2011) also showed in a Venezuelan post-
MDT group uniformly low responses to LID-1 and MLO405 protein antigens and in a
few individuals the high serological response post MDT was associated with irregular
or shorter treatment. = Compared to this previous study, we have found relatively
higher seropositivity levels after treatment. In our study the number of years post-
treatment did not negatively correlate with seroposivity levels and we do not have
enough background to infer incorrect treatment nor relapse among seropositive post
MDT individuals.  Since our study was not designed to evaluate the effect of time
upon antibody responses , analyses of individuals against an entire group, where the
magnitude of response is variable, could be misleading and could not be appropriate for
determining outcome. In order to analyse the effect of time on the decay of antibody
levels post MDT, individual patient serological responses need to be monitored at
different time points during and after MDT.

Potential cross-reactivity is an important consideration when new antigens are
screened for diagnostic purposes, particularly for countries with high incidence of TB,
high BCG vaccination coverage and high levels of exposure to nonpathogenic
environmental mycobacteria (Geluk et al. 2005; Araoz et al. 2006b). To avoid this,
several investigators have focused on the selection and evaluation of M. leprae antigens
based on the lack of sequence homology with proteins from other mycobacteria. Using
this method, antigens that have no homologue in Mycobacterium tuberculosis or other
known mycobacteria have been selected for further analysis as diagnostic candidates for
leprosy (Geluk et al. 2005, Spencer et al. 2011). Several groups, including our own,

have, however, demonstrated that in silico predictions of sequence homology with other
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mycobacteria does not clearly predict cross-reactivity in field conditions (Geluk et al.
2005; Sampaio et al. 2011). Despite possessing homology with proteins from other
mycobacterial species, the new M. leprae fusion proteins described here were not
recognized by the great majority of EC, TB and HHC within Goias State, an area of
high BCG vaccination coverage. Low rates of responses among EC and HHC were also
observed in different areas of endemicity for leprosy in Pard and Mato Grosso. At this
point we cannot exclude the possibility that the few positive responses among EC and
TB could be due to either cross-reactivity with environmental mycobacterial antigens or
coinfection with M. leprae.

Another important issue to consider in the screening of genes or protein/peptide
antigens for wide diagnostic purposes is the presence of amino acid motifs predicting
high-affinity binding to multiple HLA class 11 molecules. This would increase the
chances of antigen recognition by T cells from different immunogenetic backgrounds
facilitating antibody production. Screening studies of immunoreactivity to new M.
leprae protein antigens have tested patients and controls with different immunogenetic
backgrounds from Brazil (Goias, Bahia and Minas Gerais, Rio de Janeiro States),
Philippines, Korea, Mali, Bangladesh (Araoz et al. 2006a; Araoz et al. 2006b; Duthie et
al. 2007; Geluk et al. 2009; Duthie et al. 2010; Geluk et al. 2010, Duthie et al. 2011).
The widespread screening of M. leprae proteins and peptides to identify sequences that
are immunogenic in the context of multiple HLA alleles can indicate antigens suitable
for a diagnostic test that would have the greatest utility in different geographical
regions. Further analyses of patients with different backgrounds, such as HLA typing,
could provide additional insight into the impact of ethnic background for seroreactivity
to different antigens.

One important issue about the detection of 1gG antibodies to M. leprae proteins
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refers to their possible capacity to detect early infection. It is well known that untreated
MB patients can shed and spread viable bacteria by the airways and HHC are
recognized to have a higher risk of developing clinical leprosy than contacts of PB
patients (Fine et al. 1997). A specific and sensitive serologic test that could indicate
asymptomatic infection would have a positive impact for public health reducing both
transmission sources by prompt treatment and physical disabilities due to late diagnosis.
Positive anti PGL-1 serology among MB patients and HHC has been described as a risk
factor for leprosy, however this does not always correlate with leprosy development
(Buhrer-Sékula et al. 2003; Cho et al. 2001; Oskam & Buhrer-Sékula, 2003). We
observed similar 1gG positivity among HHC from Mato Grosso, Goias and Para . These
results again suggest that a combination of antigens to detect leprosy specific responses
could be best suited to identify asymptomatic infection and predict disease progression.
The results of our study, together with data from other groups, indicate that
newly identified M. leprae antigens may contribute to the development of a serologic
test with an improved ability to identify M. leprae infection. In this regard, the
development of rapid protein-based serological tests to detect specific 1gG should
complement the PGL-I test that detects IgM antibodies and could be used in non-
specialized settings as a point of care test in field conditions. Finally, the discovery of
M. leprae protein antigens that can be recognized across different ethnic backgrounds
within a highly endemic setting demonstrates that new laboratory tools are being

described that could contribute to leprosy control programs.
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