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RESUMO

A hanseniase ou mal de Hansen (MH), causada pelo patdgeno Mycobacterium leprae, ainda
constitui um problema de saude publica no Brasil, e em especial no Maranhdo. A doenca é
hiperendémica em 77 municipios do Estado. A resposta imune ao patdégeno de individuos
dessas regides permanece obscuro podendo contribuir na manutencéo da hiperendemia. Por
isso, este estudo teve por objetivo caracterizar o perfil clinico-epidemioldgico e imunoldgico
de pacientes infectados por M. leprae, e de seus contatos, procedentes de &rea hiperendémica.
Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizado um estudo transversal foi realizado nos
municipios de Acailandia, Imperatriz e S8o0 Luis, no periodo 2009 a 2012. Pacientes e
contatos foram clinicamente avaliados e tiveram os dados epidemioldgicos coletados. Uma
amostra de sangue foi obtida para realizacdo das sorologias para detec¢cdo de anticorpos IgM
anti-PGL1 pelos testes de ELISA e ML-Flow, e dosagem de citocinas e quimiocinas. A
analise descritiva demonstrou que a maioria dos pacientes eram adultos, do género masculino,
diagnosticados principalmente com as formas intermediarias da doenca (60%). Incapacidades
fisicas foram detectadas em 35% dos casos, a maioria da forma multibacilar (MB). Os
contatos de pacientes MB, em idade adulta, do sexo feminino, de convivio intradomiciliar e
com parentesco de primeiro grau com os pacientes foram maioria. Anticorpos anti-PGL1
foram encontrados em 42,6% dos casos e 12% dos contatos pelo ML-Flow. E ainda em 36,8%
dos casos e 12,5 % dos contatos pela técnica do ELISA. A concordancia dos testes foi
moderada, porém significativa (K=0,423). A soropositividade ao PGL1 esta associada as
varidveis epidemioldgicas de casos, principalmente. Observou-se que casos e contatos
apresentam alta producédo de IL-17A. Pacientes MB e contatos possuem altas concentracdes
séricas de IL-6. Os da forma virchowiana tem reduzida producdo de TGF-B1. CXCL9 e
CXCL10 foram evidentes nos MB, enquanto CXCL8 estava presente em contatos. Os
aspectos avaliados confirmam o carater hiperendémico e a manutencdo de fatores de riscos
para o adoecimento de contatos. O perfil imunol6gico observado abre perspectivas para o
conhecimento e elucidacdo da patogenia em regides de grande circulacdo do M. leprae.

Palavras chave: Hanseniase, hiperendemia, epidemiologia, sorologia, citocinas, quimiocinas



ABSTRACT

Leprosy, caused by the pathogen Mycobacterium leprae, it is a public health problem in
Brazil yet, especially in Maranh&o. The disease is hyperendemic in 77 counties of the State.
Immune response to the pathogen of individuals in these regions remains unclear and may be
contributing to maintenance of high endemicity. Therefore, this study aimed to characterize
epidemiological and immunological profile of patients infected with M. leprae, and their
contacts, from hyperendemic regions. Cross-sectional study was accomplished in Acailandia,
Imperatriz and S&o Luis counties, 2009-2012. Patients and contacts were clinically evaluated
and had their epidemiological data collected. A blood sample was obtained for performing
serological tests IgM anti-PGL1 detection by ELISA and ML-Flow and measurement of
cytokines and chemokines. Descriptive analysis showed that most patients were adults, male,
diagnosed with intermediate forms mainly (60%). Physical disabilities were detected in 35%
of cases, most of multibacillary form (MB). The contacts were MB patients in adult age,
female, household and first-degree kinship. PGL1 antibodies were found in 42.6% of cases
and 12% of contacts by ML-Flow, 36.8% of cases and 12.5% of contacts by the ELISA
procedure. Concordance tests was moderate but significant (K = 0.423). PGL1 seropositivity
is associated with epidemiologic features of cases, mostly. It was observed that patients and
contacts present high IL-17A production. MB patients and contacts have high IL-6 serum
concentration. Patients with lepromatous form had reduced TGF-B1 production. CXCL9 and
CXCL10 were apparent in MB, while CXCL8 was present in contacts. The evaluated aspects
confirm high endemicity and maintenance of risk factors for contact illness. Immune profile
observed opens perspectives to understanding and elucidation of pathogenesis in regions
where M. leprae has large circulation.

Keywords: Leprosy, hyperendemic, epidemiology, serology, cytokine, chemokine
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ou mal de Hansen (MH), é uma doenca infectocontagiosa causada
pelo patdgeno intracelular obrigatorio Mycobacterium leprae. Apesar dos avangos no
entendimento da doenca, a mesma continua sendo um problema de satde publica mundial
(WHO, 2014). Em 2013, o relatorio estatistico da Organizagdo Mundial de Saide (OMS)
reportou 115 paises com novos casos de MH, sendo a maioria do Sudeste Asiatico,
Continente africano e da América Latina (WHO, 2013). Mesmo ap06s inimeras campanhas de
erradicacdo a nivel global, a hanseniase continua longe de ser eliminada, caracterizando-se
como doenca de populagdes negligenciadas (RANQUE et al., 2007; LINDOSO e LINDOSO,
2009). Atualmente, doze paises, entre eles o Brasil, séo responsaveis por 95% da carga
mundial de MH em termos de prevaléncia e casos novos detectados por ano (WHO, 2013).

A doenca atinge preferencialmente pele e nervos periféricos, com surgimento de
lesbes cutineas e alteracBes da sensibilidade tatil, térmica e da dor (BRITTON e
LOCKWOOD, 2004; EICHELMANN et al., 2013). A transmissdo ocorre principalmente
pelas vias aéreas superiores, e parece estar intimamente relacionada com o contato direto dos
sadios com os doentes e com a resposta imunologica individual (GOULART et al., 2008;
MODLIN, 2010). Porém, os mecanismos pelos quais os bacilos migram das regides de
exposicao para os tecidos ainda ndo foram totalmente elucidados.

De uma forma geral, os patdgenos intracelulares desenvolveram estratégias para
modular a resposta imune do hospedeiro de forma a criar um nicho adequado para a sua
sobrevivéncia e perpetuacdo (ALTER et al., 2011). Apds a introducdo de M. leprae nas
células alvo, o organismo do hospedeiro ira reconhecer e desencadear respostas imunoldgicas
especificas, definindo assim o curso da infeccdo (MENDONCA et al., 2008).

O amplo espectro de manifestacdes clinicas observado no MH ¢é resultado dos
diferentes tipos de resposta imunoldgica que o hospedeiro pode desenvolver. Nos pacientes
tuberculdides, os linfdcitos respondem aos antigenos de M. leprae, desencadeando a resposta
do tipo Th1l, produzindo citocinas pré-inflamatorias (IL-2 e IFN-y), cuja resposta exacerbada
pode acarretar danos no tecido-alvo, causando lesbes na pele e/ou nos nervos
(WEERDENBURG et al., 2010). Por outro lado, os linfocitos dos pacientes virchowianos nao
respondem aos antigenos de M. leprae, tendo deficiéncia na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, desencadeando a resposta do tipo Th2, produzindo principalmente IL-4, IL-5 e
IL-13, que estdo envolvidos na resposta imune humoral (LOCKWOOQD, 2006).
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Baseados nessas observacgdes, Ridley e Jopling (1966) desenvolveram um sistema
de classificagdo mundial para os pacientes de hanseniase, agrupando-os em: virchowiano
(VV), dimorfo-virchowiano (DV), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-tuberculdide (DT),
tuberculdide (TT) ou indeterminadas (I). Para simplificacdo do diagndstico e melhor
direcionamento do tratamento poliquimioterapico (PQT), a OMS definiu as formas em
Paucibacilar (PB) e Multibacilar (MB) de acordo com o numero de lesGes cutaneas
observadas (WHO, 2000). Os pacientes com até cinco lesbes séo classificados como PB e 0s
que apresentam mais de cinco lesdes como MB (BRASIL, 2002).

A complexidade dos aspectos imunoldgicos, celulares e genéticos da infecgdo por
M. leprae ainda ndo permitiram a consolidacdo de uma ferramenta de diagndstico padréo, a
qual seria um marco para erradicacdo da doenca (SCOLLARD et al., 2006). Atualmente o
diagnostico € feito pelo exame clinico dermatoneurolégico, utilizado para localizacdo de
possiveis lesbes ou alteracdes na sensibilidade ou alargamento de nervos, e alternativamente
pela baciloscopia, cuja sensibilidade é baixa (BAPTISTA et al., 2006). Diante deste fato é
necessaria a utilizacdo de técnicas mais especificas, que possibilitem a realizacdo do
diagnostico nas formas precoces da doenca, e para 0 monitoramento de grupos de risco, como
os contatos (GOULART e GOULART, 2008).

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Histérico da hanseniase

A hanseniase ou mal de Hansen (MH), parece ser uma das doengas mais antigas
do mundo que se tem conhecimento. Registros arqueoldgicos datam a existéncia da doenca no
periodo calcolitico (Idade do Cobre), cerca de 2000 a.C. (ROBBINS et al., 2009). Referéncias
textuais relatam a doenga no antigo Egito (HULSE, 1972), na China e na civilizacdo grega,
romana e povos celtas (MARIOTTI et al., 2005). Esqueletos com caracteristicas peculiares, as
chamadas facies leoninas (erosdo da maxila e da espinha nasal) também foram encontrados
em escavagdes no oeste asiatico (BLAU e YAGODIN, 2005) e em leprosarios da idade média
na Dinamarca, Hungria, Italia e Republica Checa (MANCHESTER, 1984).

Acredita-se que o MH tenha surgido no sudeste do Continente Asiatico (regido da
atual india) e que tenha se espalhado para Europa com o retorno das tropas de Alexandre, o
Grande, ap6s a conquista da Pérsia. Na Europa, a doenca tornou-se um grave problema de
salde publica durante toda a Idade Média (MONOT et al., 2005).
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Nesse periodo, o MH era mutiladora, os pacientes acometidos apesentavam
muitas deformidades, sustentando a hipétese de que a forma lepromatosa da doenca era
predominante. Os pacientes eram forcados a segregacao, viviam em aldeias separadas ou em
leprosarios, pois acreditava-se que a doenca era altamente contagiosa (TAYLOR et al., 2000;
LIKOVSKY et al., 2006).

O declinio no aparecimento de novos casos da doenga na Europa, observado
apartir do século XVI, pode ser explicado pela variacdo na patogenicidade de organismos
causadores de doencas infectocontagiosas ou pela alta mortalidade dos individuos
coinfectados por M. tuberculosis e M. leprae, o que era bastante comum na época
(DONOGHUE et al., 2005). Alem disso, a segregacdo de grande parte dos portadores da
doenca e sua exclusdo do convivio doméstico, assim como a reducdo da populacdo das
cidades e 0 aumento nos padrdes sdcioecondmicos também justificam a reducdo dos indices
do MH no continente Europeu, assim como o ndo reestabelecimento da doenca (BROWNE,
1975).

No Continente Americano, a doenca foi introduzida pelos colonizadores, pois nao
ha vestigios de MH nos povos indigenas nativos. O trafico de escravos parece ser outro foco
de expansdo do MH nas coldnias, pois havia focos da endemia hansénica na Asia e Africa
(EIDT, 2004). Os primeiros casos notificados da doenga no Brasil foram em 1600, na ent&o
capital da colbnia: Rio de Janeiro. A expansdo do MH parece ter acompanhado a marcha de
colonizacdo, sendo introduzidos focos da doenca em todo o pais (YAMANOUCHI et al.,
1993).

Em 1867, Danielssen e Boeck foram os primeiros pesquisadores a contradizerem
os dogmas da doenca na época, afirmando que o MH néo era transmitido por proximidade
com o doente e que tampouco era hereditaria (BROWNE, 1975). Anos mais tarde, em 1873, 0
fisico Gerhard Armauer Hansen anunciou resultados de sua investigacdo, onde atribuia a um
micro-organismo em forma de bastdo, observado em lesGes dos acometidos, a causa da
doenca (MONOT et al., 2005).

Por muito tempo, o MH permaneceu incuravel. Mesmo com 0 avanco no
descobrimento do agente etioldgico, somente em 1940 a dapsona e seus derivados foram
introduzidos para o tratamento da doenga (WHO, 2014). Atualmente, os paises do “Novo
Mundo” sdo os mais afetados pela patologia. Mesmo com a intervengdo e auxilio da OMS, o
MH ainda esta longe de ser erradicada em muitos paises, indicando que o parasita vai

continuar sua coexisténcia ao lado do hospedeiro.


http://en.wikipedia.org/wiki/Gerhard_Armauer_Hansen
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2.2 Epidemiologia

No mundo, o0 MH é endémico em Angola, Brasil, China, Etidpia, india, Indonésia
e em mais dez paises. A detec¢do global de novos casos diminuiu em 23% de 2005 a 2010,
desde ent&o, o nimero de casos novos vem permanecendo estavel. Em 2012 foram registrados
cerca de 232 mil casos da doenca, e até o final do primeiro trimestre de 2013, o registro global
ja era de aproximadamente 189 mil casos. Embora esses nimeros, detectados anualmente,
estejam caindo progressivamente em muitos paises, no Brasil, india e Indonésia permanecem
ainda elevados com caréater de alta endemicidade. Juntos, esses trés paises representam 85%
dos novos casos registrados em 2012 (WHO, 2013; 2014).
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Figura 1 - Taxa global de prevaléncia da hanseniase em 2012. Fonte: WHO, 2014.

O Brasil apresenta a situagdo mais graves da América Latina. O total de casos no
registro ativo foi de 30.135 no ano de 2013. A cada ano sdo diagnosticados cerca de 30.000
novos casos da doenca no pais, e a taxa de prevaléncia atual gira em torno de 1,51/10.000
habitantes, superior, portanto, a um caso por 10.000 habitantes, meta estabelecida pela OMS
para o controle da doenga (WHO, 2013; BRASIL, 2014) (Figura 1).
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Durante a 442 Assembléia Mundial de Saiude promovida pela OMS, em 1991, o
Brasil, assumiu o compromisso de eliminar o MH como problema de salde publica. A meta,
que deveria ter sido atingida em 2000, ndo foi cumprida. A doenca foi eliminada em 108 dos
122 paises onde, em 1995, era considerada endémica (BRASIL, 2003). Em 1999, na cidade de
Abdijan, Costa do Marfim, em reunido promovida pela OMS, o Brasil ratificou o
compromisso para eliminar a hanseniase até 2005, comprometendo-se a alcancar o indice
nacional de menos de um doente para cada 10 mil habitantes (BRASIL, 2005). Porém,
novamente, a meta ndo foi atingida, sendo estabelecido em 2006 um novo plano nacional de
eliminacdo até o ano de 2010, onde o indicador de prevaléncia pontual foi substituido pelo
indicador de deteccdo de casos novos. O foco de acdo estaria centrado em regides
identificadas em clusters, 0s quais consistiam em areas de maior risco da doenca, alocados
espacialmente, com base no coeficiente de deteccdo (CD) de casos novos por municipio. Os
10 clusters mais provaveis abrangiam 1.173 municipios do pais (BRASIL, 2008b).

No entanto, em 2009, diante da perspectiva do ndo cumprimento da meta, o Brasil
abandonou o compromisso firmado com a OMS, e estabeleceu sua propria estratégia de acédo
para eliminacdo do MH até o ano de 2015 (FORMENT]I, 2009; BRASIL, 2012). A meta atual
de eliminacéo baseia-se essencialmente no aumento da deteccdo precoce e na cura dos casos
diagnosticados, tendo como parte da estratégia a busca ativa de casos em escolares e seus
contatos. Foram estabelecidos areas geogréaficas de risco de maior endemicidade
representadas por um conjunto de 253 municipios (Figura 2). Tais municipios concentravam
56% dos casos novos diagnosticados em 2010, bem como 67% dos casos novos em criancgas
(<15 anos). Os municipios prioritarios estdo localizados principalmente nos estados do
Maranhdo, Mato Grosso, Pard e Rondbnia (BRASIL, 2012).

Grande parte desses casos esta no estado do Maranhdo, que possui CD de
55,54/100.000, o terceiro maior do pais, ficando atras apenas do Mato Grosso (80,34/100.000)
e Tocantins (73,43/100.000) (BRASIL, 2013), todos pertencentes a Amazo6nia Legal, onde a
doenca apresenta-se de forma endémica devido as grandes barreiras fisicas e sociais que
dificultam o acesso aos servi¢os de saude oferecidos pelos municipios.

O Maranhdo possui 77 municipios prioritarios para 0 MH, com coeficiente de
prevaléncia (CP) > 20 casos/10.000 hab., o que lhes confere um carater hiperendémico. Cerca
de 84% da populacdo do Estado encontra-se em municipios com mais de cinco casos de MH
por 10.000 habitantes (MARANHAO, 2012).
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. Municipios prioritarios
Capitais

253 municipios prioritarios
incluindo as 27 capitais

Figura 2 - Municipios prioritarios para vigilancia da hanseniase em 2010. Fonte: BRASIL,
2012.

Nos ultimos vinte anos, a ampliacdo da cobertura da poliquimioterapia padrdo da
OMS (PQT/OMS), para tratar pacientes com MH, mudou drasticamente a situacdo da doenca
como problema de salde publica em todo o mundo. Dos 122 paises endémicos em 1985,
apenas 16 continuam apresentando coeficiente de prevaléncia acima de um caso por 10.000
habitantes (WHO, 2013). No Brasil, apds a introdugdo da poliquimioterapia (PQT) para
tratamento a prevaléncia caiu, porém a incidéncia permanece alta (BRASIL, 2013). A
prevaléncia oculta pode ser muito maior que a incidéncia, assinalando uma endemia nao

inclusa nos calculos da eliminacdo almejada (SBD, 2005).

2.3 Aspectos clinicos

A hanseniase tem uma ampla diversidade de manifestacdes clinicas, o que
determinou uma necessidade de classificacdo. Este procedimento é Gtil ndo sé para o
diagnostico mas, também, para avaliacdo da progressao da doenca, implementacdo terapéutica
e monitoramento de caracteristicas epidemioldgicas, regionais e globais (LOCKWOOD et
al., 2007). Vérias classificagdes ja foram propostas no passado, como as de Manila (1931),
Cairo (1938), Rio de Janeiro (1946), Havana (1948) e de Madri (1953). No entanto, a sua
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aceitacdo e utilizagdo nem sempre foram consensuais e universais (MASSONE e
BRUNASSO, 2012).

Em 1966, Ridley e Jopling propuseram a classificacdo que ainda hoje €
amplamente utilizada no mundo, tanto na pratica clinica quanto na literatura cientifica, por
sistematizar melhor as vérias formas da doenca ao juntar as caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas, bacterioldgicas e imunolégicas (RIDLEY e JOPLING, 1966; LOCKWOOD
etal., 2007).

Essa classificacdo propGe um entendimento doenca de maneira polar, que esta
intimamente relacionado com o tipo de resposta imunolégica dos individuos frente ao bacilo
(FOSS, 1997; ARAUJO, 2003). Em p6los opostos, encontram-se as duas formas estaveis da
doenca, a forma virchowiana e a tubercul6ide, separadas por trés formas intermediarias
denominadas dimorfo-dimorfo, dimorfo-virchowiana e dimorfo-tuberculéide, que, por serem
instaveis, evoluem para uma das formas polares através de episddios clinicos, ocasionais ou
recidivos, chamados de estados reacionais (RIDLEY e JOPLING, 1966). As caracteristicas
dessas formas clinicas estdo resumidas na Tabela 1.

Existe também a forma indeterminada que corresponde ao inicio da doenca, sendo
considerada a primeira manifestacdo clinica da hanseniase. Essa forma é caracterizada por
uma area de hipoestesia, delimitada ou ndo por uma leséo visivel, que pode ser Unica ou em
pequeno numero, sendo comum a presenca de maculas hipocrémicas ou discretamente
eritematosas e mais secas do que a pele circunjacente. As lesdes apresentam limites
imprecisos, sem relevo ou atrofia. Pode ocorrer cura espontanea, desenvolvimento lento, ou
ainda, involugdo com ressurgimento tardio com caracteristicas clinicas definidas dentro do
espectro da doenca, de acordo com a capacidade do individuo em montar uma resposta
imunoldgica especifica (ARAUJO, 2003; SCOLLARD et al., 2006).

O Ministério da Saude do Brasil adotou a classificacdo de Madrid (1953) para o
diagndstico clinico dos casos, que considera o0s aspectos morfolégicos das lesdes cutaneas em
quatro formas clinicas: indeterminada, tuberculéide, dimorfa e virchowiana. Entretanto, para
fins de tratamento e ampliacdo da cobertura de diagndstico, o Brasil segue as recomendacdes
da OMS que utiliza a classificagdo operacional, baseada no nimero de lesbes. Pacientes com
até 5 lesbes de pele, sdo classificados como paucibacilares (PB), enquanto os pacientes com
mais de 5 lesdes séo classificados como multibacilares (MB) (WHO, 2000; BRASIL, 2002;
OPROMOLLA e MARTELLLI, 2005).
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Tabela 1 - Caracteristicas das formas clinicas da escala de Ridley & Jopling.

Formas clinicas Caracteristicas

Tuberculdide (TT) | Resisténcia do hospedeiro e baixa carga bacilar.

Doenca localizada, lesdo cutdnea unica ou em pegueno nimero com bordas
pronunciadas, hipocrémicas; hipoestesia ou anestesia da face, maos e pes,
com espessamento do nervo adjacente; pacientes com imunidade mediada por
células.

Dimorfo-

. Semelhante a TT, porém com lesdes numerosas e pequenas, espessamento de
tuberculéide (DT)

nervos periféricos e deformidades de méos e pes.

Dimorfo-dimorfo Numerosas lesGes cutaneas foveolares de tamanhos e formas variavel
(DD) (méculas, pépulas, placas), com area central circular, anestésica e
hipocrémica, que se difunde na periferia, perdendo seus limites (aspecto de
"queijo suico"); envolvimento generalizado de nervos e deformidades dos
membros.

Dimorfo-
virchowiano (DV)

Grande numero de lesdes cutianeas assimétricas, com formas variaveis;
baciloscopia positiva.

Virchowiano (VV) | Deficiéncia da resposta imune celular e infeccdo generalizada.

Presenca de papulas, nddulos e maculas na pele; infiltrado difuso na face,
orelhas, nddegas, membros superiores e inferiores; edema periférico, rinite e
perda de um terco das sobrancelhas (madarose); envolvimento da membrana
da mucosa nasal causando congestdo, laringite e rouquiddo, perfuracdo do
septo nasal e colapso das cartilagens nasais (nariz em sela); anestesia,
ginecomastia, atrofia testicular, ictiose, paralisia de nervos e reabsorcdo das
falanges; baciloscopia positiva.

Fonte: adaptado de Mooney (2009).

Durante o curso da doenca ou mesmo durante ou apds o tratamento, podem
ocorrer surtos inflamatérios conhecidos como reacfes hansénicas, produzidos por diferentes
mecanismos imunoldgicos, responsaveis por desencadear sérios danos teciduais (GOULART
et al., 2002). Essas reacdes geram grande desconforto ao paciente interferindo na evolucao da
doenca e sendo responsaveis, em grande parte, pela morbidade, dano neural, incapacidades e
pela manutencdo do estigma do MH (PINHEIRO et al., 2011).

As reacdes hansénicas podem ser de dois tipos: reacdo tipo 1 ou reacao reversa e
reacao tipo 2. A reacdo tipo 1, comum em paucibacilares, caracteriza-se pelo aparecimento de
novas lesdes (manchas ou placas), infiltracdo, alteracbes de cor e edema nas lesdes antigas,
bem como dor ou espessamento dos nervos. Na reacdo tipo 2, tipica em multibacilares, a
manifestacdo clinica mais frequente € o eritema nodoso hansénico, que se caracteriza por
apresentar nodulos vermelhos e dolorosos, febre, dores articulares, dor e espessamento nos

nervos, sem alteracdo das antigas lesdes. Embora a regido dos nervos periféricos e pele sejam
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as mais afetadas nas reacdes, outros sitios como olhos, trato respiratorio superior, figado,
maos e pés podem ser acometidos (PINHEIRO et al., 2011; LASTORIA e ABREU, 2012).

Em todas as suas formas, 0 MH apresenta um alto potencial incapacitante, mesmo
com a baixa viruléncia do bacilo (MASSONE e BRUNASSO, 2012; VAN BRAKEL et al.,
2012). As incapacidades fisicas decorrem, principalmente, dos estados reacionais com
neurites que ndo sdo diagnosticados e tratados adequadamente. As sequelas se manifestam
através de paralisia de musculos da face, méos e pés ou ulceras crénicas, palmar ou plantar,
com perda de funcdo sensitiva. O grau de incapacidade fisica é classificado como grau O
quando ndo ha alteracdo de sensibilidade em olhos, méos e pés. Grau 1, quando ha hipoestesia
sem deformidade em olhos, méos ou pés e Grau 2 quando ha deformidades em olhos com
lagoftalmo, ectrdpico, opacidade da cdrnea e triquiase; e deformidades em maos e pés com
lesGes ulcerosas, troficas, absorgdes digitais, garras e mao ou pés caidos (BRASIL, 2002). Séo
geralmente encontrados, durante o diagndstico da doenca, nas formas virchowianas, com
grande quantidade de nervos periféricos espessados, e estdo relacionados a um diagndstico
tardio (ALVES et al., 2010). Medidas de prevencéo incluem o acompanhamento periodico do
paciente e a instituicdo de corticoterapia quando o dano neural é identificado (BRASIL,
2008a).

2.4 Interacgao parasito-hospedeiro

O micro-organismo causador do MH, o M. leprae, é taxonomicamente
classificado como pertencente & familia Mycobaderiaceae, da ordem Actinomycelalis. E uma
bactéria imovel, ndo formadora de esporos, que se apresenta na forma de bacilo, com
comprimento entre 1 a 8 mm e diametro de 0,3mm. S&o bactérias gram-positivas, fracamente
coradas por alcool ou acidos (alcool-&cido resistente). Entretanto, pelo método de Fite-Faraco,
exibem uma coloracdo vermelha (SCOLLARD et al., 2006). A reproducdo €é por biparticdo
binaria, a uma taxa de replicacdo bastante lenta (aproximadamente 12 dias), que ocorre,
principalmente, em macro6fagos, células epiteliais e células de Schwann. O fato da localizagéo
de lesdes em regides periféricas do corpo sugere que o bacilo possui preferéncia por areas de
baixa temperatura (BHAT e PRAKASH, 2012; SUZUKI et al., 2012).

Sua membrana plasmatica é revestida por parede celular, de cerca de 20nm de
espessura e composta por uma pseudobicamada lipidica, assim chamada devido a disposi¢édo
das moléculas que formam a estrutura da mesma (SCOLLARD et al., 2006). O cerne da
parede é composto por peptidoglicano e arabinogalactano ligado a acidos graxos especificos

de micobactérias, os acidos micolicos (Figura 3). A “camada” mais externa da parede, ou seja,
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a capsula é composta, dentre outros lipideos por: monomicolatos de trealosa (TMM), por
varias moléculas de glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) e de 1-ftiocerol dimicocerosato (PDIM),
sendo estes unicos para esta espécie de bactéria e parecem estar relacionados com a
patogenicidade (HETT e RUBIN, 2008; AKAMA et al., 2010).

‘ Material capsular

J Acidos micdlicos

Arabinogalactano

Peptidoglicano

Micobactéria Membrana celular

Figura 3 - Esquema representativo dos componentes basicos da parede celular do M. leprae.
Adaptado de Hett e Rubin (2008).

Apdbs o sequenciamento e andlise do genoma de M. leprae, observou-se que
menos da metade codifica genes funcionais, dentre os quais, grande parte codifica moléculas
da parede celular, entre elas os PGL-1 (COLE et al., 2001). A conservacdo desses genes,
mesmo com a drastica grande reducdo genbmica sofrida pelo parasita, evidencia a
importancia adaptativa das proteinas capsulares (EIGLMEIER et al., 2001).

A adesdo do M. leprae a célula do hospedeiro é mediada por proteinas presentes
na parede celular do patdgeno, nas quais se destacam o PGL-1 e a LBP21 (laminin binding
protein) (SCOLLARD, 2008). A especificidade pelas células de Schwann da-se pela afinidade
do bacilo a regido globular da cadeia a2 da laminina-2, uma glicoproteina constituinte da
lamina basal das células de Schwann e macréfagos (SOARES DE LIMA et al., 2005;
BARKER, 2006). Outros componentes da parede celular parecem induzir a perda da bainha
de mielina nas células de Schwann, tornando-as mais suscetiveis a invasdo pelo bacilo
(RAMBUKKANA, 2004; SCOLLARD, 2008). Entretanto, 0s mecanismos que promovem a
interiorizagdo do patdgeno nessas células ndo estdo totalmente elucidados e aceitos, ja que o
bacilo também tem a capacidade de invadir células ndo mielinizadas (CHACHA et al., 2009;
POLYCARPOU et al., 2013).
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O reconhecimento do micro-organismo em macrdfagos e células dendriticas é
mediado por receptores expressos nos sitios de exposicdo, sendo estes 0s responsaveis por
desencadear as primeiras respostas do hospedeiro (MENDONCA et al., 2008). Os principais
tipos de receptores sdo os toll-like receptors (TLRs), de lectina do tipo C (manose) e do
sistema complemento (CRs), responsaveis pelo reconhecimento de lipideos da parede celular
de M. leprae (ASTARIE-DEQUEKER et al., 2010). Glicoproteinas como o PGL-1 sdo
reconhecidos pelo receptor do tipo 3 do sistema complemento (CR3). Lipoglicanos sdo
reconhecidos por receptores de manose (MISCH et al., 2010). Outras estruturas ndo possuem
interagdo com receptores de membranas, tais como o fosfatidil inositol manosideo (PIM), mas
interferem na fagocitose inserindo lipideos na membrana dessas células, que provocam um
aumento na eficiéncia da fagocitose mediada pelos receptores (ILANGUMARAN et al.,
1995).

A sobrevivéncia do bacilo apés a sua internalizacdo é um passo fundamental para
0 curso da doenca, pois a etapa seguinte envolve proliferacdo celular e reproducdo do
patdgeno, uma vez que o parasito ira modular as respostas celular e humoral durante o curso
da infeccdo (BARKER, 2006).

2.5 Imunopatologia

A interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro determina o padréo de resposta imune
e a evolucdo da infeccdo. No local de entrada do bacilo (mucosa das vias aéreas superiores) as
células dendriticas sdo as primeiras a reconhecé-lo. A ativacdo de receptores semelhantes a
Toll (TLRs) induz a producdo de mediadores de imunidade (citocinas e quimiocinas) e
inducdo da expressdo de marcadores de ativacdo de fagocitos, assim como moléculas de MHC
classe I e Il (PINHEIRO et al., 2011).

O complexo MHC-antigeno é capaz de estimular a diferenciacdo de linfocitos T,
ativando a resposta imune celular (MAEDA et al., 2003). Varias células estdo envolvidas
nessa resposta, como células T auxiliares CD4" e células T citotoxicas CD8" que ndo somente
exercem atividades efetoras diretas como também modulam a resposta imune inata. Células T
auxiliares CD4+ estdo subdivididas em quatro subtipos distintos: Thl, Th2, Thl7 e T
reguladoras (Tregs). Cada subtipo estd envolvido na protecdo contra tipos especificos de
organismos (WEERDENBURG et al., 2010; GELUK et al., 2012).

Células Thl sdo essenciais contra micro-organimos intracelulares, a exemplo da
micobactéria pela ativacdo da resposta inflamatoria nos macréfagos (D'ELIOS et al., 2011). O

M. leprae, no entanto, desenvolveu varios mecanismos adaptativos que permitem sua
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persisténcia dentro do corpo humano, e em muitos casos, causando significantes danos aos
tecidos. Individuos infectados podem ser desde assintométicos até formas leves ou graves da
doenca, com diferentes espectros clinicos. O padrdo individual de secrecdo de citocinas
influencia a forma clinica da doenca e esta relacionado com a funcdo dos TLRs. Citocinas
Th1 estéo relacionadas com a ativacdo de TLR1 e TLR2 e o perfil Th2 esta associado com a
inibicdo da ativacdo (KRUTZIK et al., 2005).

No padrdo de resposta Thl, observa-se uma enorme producdo de IFN-y, TNF e
IL-2 (GOULART e GOULART, 2009). Dentre outras muitas funcdes, o INF-y promove
aumento a producgdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN's) em macrofagos mediante a
ativacdo da enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS ou NOS2) (SCHRODER et al., 2004;
RAHAT e HEMMERLEIN, 2013). Esta mesma citocina pode induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) via explosdo respiratoria, catalisada pela NADPH oxidase, que
ocorre apos a fagocitose (KALYANARAMAN, 2013). Desta forma, as células fagocitarias
ativadas por IFN-y tornam-se capazes de limitar o crescimento e a sobrevivéncia do M.
leprae, através da acdo toxica das espécies reativas e ativacdo de células T (VISCA et al.,
2002; GELUK et al., 2012). A producdo de TNF pelo macrofago em nivel local, favorece uma
acdo sinérgica autocrina para manter o macréfago ativado (GOULART et al., 2002). A
producdo de IL-2 é responsavel pela proliferacdo e progressdao de linfocitos T e pela
estimulagdo de células NK, que possuem atividade citotoxica, atacando macrofagos e células
de Schwann infectados pelo bacilo (FOSS, 1997; SCOLLARD et al., 2006).

Os individuos com hanseniase TT e DT, formas mais branda da doenca,
apresentam uma boa resposta imune celular do tipo Thl e baixa resposta humoral, com
poucos bacilos presentes na linfa e nas lesdes de pele. Histopatologicamente, estas formas
clinicas sdo caracterizadas pela formacdo de granulomas. A alta resposta celular permite o
controle da infeccdo mediante a reducdo dos nichos de replicacdo da bactéria (WILKINSON e
LOCKWOOD, 2005). Apesar do efeito protetor deste tipo de resposta, danos como
inflamacdes granulomatosas na pele e lesdes nos nervos periféricos sdo observados a longo
prazo. Os granulomas sdo normalmente formados quando a resposta imune celular ndo pode
de imediato eliminar o organismo infeccioso, acumulando principalmente macrofagos e
células T em torno de células infectadas (LOCKWOOD et al., 2011). Outras citocinas sdo
produzidas em menor quantidade na resposta Thl, mas parecem contribuir para o estado de
imunidade ao bacilo, caracteristico desses pacientes (GOULART et al., 2002).

Por outro lado, quando a resposta é do tipo Th2 os pacientes possuem resposta

imune celular reduzida, sendo este o fator responsavel pela ineficiéncia na destruicdo do



25

bacilo, o que resulta na elevagdo da carga bacteriana nos nervos periféricos e na pele
(MODLIN, 1994). Esse é o tipo de resposta encontrado em pacientes com as formas VV, DV
ou ainda DD. A diferenciacdo de um linfocito T para um perfil Th2 é influencida,
principalmente, pela IL-4, secretada por linfocitos T, mastdcitos, eosindfilos e células NK
(NATH et al., 2000; ALTER et al., 2011).

Células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estimulando a producdo de
anticorpos que sdo importantes no controle de agentes extracelulares. A IL-4 promove a
diferenciacéo de células B e a proliferacdo de linfécitos Th2. A IL-10 tem um papel supressor
inibindo a proliferagdo de células Thl, reduzindo a expresséo de citocinas antibacterianas
(como o TNF e INF-y) e dos antigenos de classe Il do MHC, reduzindo desta forma a
capacidade de realizar a apresentacdo de antigenos e, consequentemente estimular as células T
citotoxicas (MOCELLIN et al., 2003). A IL-10 também estimula a maturacdo de linfécitos B
e a producdo de anticorpos, o que resulta na alta resposta humoral, evidenciada nestes
pacientes pelos altos niveis de anticorpos circulantes, principalmente de IgM antiPGL-1
(FROTA et al., 2010). Assim, por causa desse papel regulatério, favorecendo a infecgédo e
estimulando a proliferacdo de células Th2, as células T envolvidas na producao dessa citocina
passaram a ser chamadas de Treg (ANTAS et al., 2004; SCOLLARD et al., 2006).

O paradigma Th1/Th2 proposto por Modlin (1994) para explicar a imunopatologia
do MH, passou a néo ser suficiente para elucidacdo de uma série de evidéncias da doenca. De
forma que maior importancia tem sido dada a outras populacGes celulares no estudo do MH,
como células Treg e também as células Th17 (PARK et al., 2005; BETTELLI et al., 2006).

Células Treg tem sido descritas na patogénese de algumas doengas, participando
ou controlando a inflamac&o. Entre os diferentes tipos de células Treg, algumas sdo formadas
no timo (Treg naturais) e outras gue se diferenciam na periferia (Treg adaptativas), onde dois
subtipos tem sido descritos, Trl e Th3 (MELO e CARVALHO, 2009; WORKMAN et al.,
2009). Embora estas células ainda estejam em estudo, a IL-10 aparece como indutora da
diferenciacdo de Treg periféricas. Células Treg participam na tolerancia imunoldgica por
regular outras células T através da producdo de citocinas regulatérias (IL-10 e TGF-B). O
TGF- B tem sido definido como regulador do desenvolvimento das Tregs, bem como fator
essencial na homeostasia das células T na periferia, tolerancia a antigenos préprios e
diferenciacdo das células durante a resposta imune (L1 e FLAVELL, 2008).

No entanto, o papel da Treg no MH ainda é controverso. Maior frequéncia de
células Treg e expressio de FoxP3" foi observado em pacientes TT que em outras formas
clinicas (ATTIA et al., 2010). Palermo et al. (2012) descreveram maior numero de células
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Treg na forma virchowiana, indicando a maior participacdo dessas células na
imunossupressao especifica e proliferacdo bacilar observadas nessa forma clinica da doenca.
Uma alta frequéncia na expressdo de FoxP3", no entanto, parece ocorrer na reacio hansénica
tipo 1, ndo havendo diferenca entre as formas clinicas (MASSONE et al., 2010). Apesar do
grande progresso em pesquisas no MH, existem ainda muitas lacunas na compreensdo dos
determinantes envolvidos no estabelecimento dos fendtipos imunoldgicos da doenca,
incluindo o papel das células Treg e Th17.

Células Th17 sdo importantes em um grupo diverso de doencas inflamatdrias,
incluindo as doencas infecciosas causadas por patogenos intracelulares (WEAVER et al.,
2013). As células Th17 produzem uma variedade de citocinas, incluindo IL-17A, IL-17F, IL-
21, IL-22, GM-CSF, IL-9, IL-10 e IFN-y, que variam, dependendo do ambiente em que a
diferenciacdo ocorre, quimiocinas CCL20 e CXCL16, além de induzirem a ativacdo de
enzimas, como iNOS e a metaloproteinase (KHADER et al., 2007; BEDOYA et al., 2013,
WOJKOWSKA et al., 2014). O resultado da ativacdo do padrdo Th17 é um recrutamento de
células inflamatorias, em especial de neutrofilos, que possuem um importante papel no
controle de bactérias, prevenindo necrose tecidual ou sepse e também de macréfagos, em uma
fase mais tardia da inflamacdo (KIMURA et al., 2007; ROMAGNANI, 2008; WOJKOWSKA
etal., 2014).

Acredita-se que células Th1l7 desempenham um papel importante no
estabelecimento de uma resposta imune especifica ao M. tuberculosis, principalmente através
do recrutamento de células T CD4" produtoras de IFN-y (KHADER e COOPER, 2008;
BASSO et al., 2009; WAREHAM et al., 2014). A auséncia de células Th17 de memdria
resulta em uma menor resposta protetora do tipo Thl (KHADER e COOPER, 2008). O
desenvolvimento desse distinto subtipo de células T CD4+ parece requerer o bloqueio na
diferenciacdo das células Thl e Th2 (ROMAGNANI, 2008). A IL-6 e TGF- exercem
importantes papeis na diferenciacdo e proliferacdo desta linhagem celular, sendo este processo
regulado por STAT-3, aumentado na presenca de IL-23 e antagonizado por IFN-y e IL-4
(KIMURA et al., 2007; PECK e MELLINS, 2010; ZHENG, 2013; TAHERIAN et al., 2014).
O papel das células Th17 na resposta imune em pacientes infectados por M. leprae permanece
indefinido, mas atribui-se a sua potente resposta imune inflamatdria o principal mecanismo do
dano tecidual (MARTINIUK et al., 2012).

Outra parte dos pacientes ndo possui uma resposta imune facilmente identificavel,

classificados como grupo indeterminado (1). Acredita-se que esta seja a forma inicial da
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doenca, pois 0s acometidos também ndo apresentam manifestacdes clinicas caracteristicas
(GOULART et al., 2002; VIDAL PESSOLANI et al., 2003).

2.6 Diagnostico clinico e laboratorial

O diagnostico clinico de hanseniase € baseado no exame fisico para identificacdo
de sinais dermatoneuroldgicos da doenca. Antes, poréem, do exame fisico deve ser coletado
informagdes sobre histérico clinico e epidemioldgico. Além das questdes rotineiras da
anamnese, € fundamental a identificacdo de lesbes na pele (manchas, placas, infiltracdes,
tubérculos, nodulos) com alteracdes de sensibilidade, presenca de neurites, incapacidades e
deformidades, seguido de diagnostico de estados reacionais, diferencial e classificacdo do
grau de incapacidade (BRASIL, 2002).

Alternativamente, alguns testes laboratoriais como a baciloscopia e exame
histopatoldgico de bidpsia de lesdo de pele podem auxiliar no diagnostico do MH
(LASTORIA e ABREU, 2012). O exame histopatoldgico de bidpsia de lesdo de pele baseia-
se na andlise microscopica de cortes de tecidos corados por hematoxilina-eosina visando
identificar presenca de granulomas de células epitelidides, agresséo neural, vasculite na derme
e/ou hipoderme, paniculite, infiltrado celular e espessamento de tecidos (SINGH et al., 2011;
LASTORIA e ABREU, 2012).

A baciloscopia € um exame microscopico que permite identificar a presenca de
bacilos nos esfregacos de raspados intradérmicos, corados pela técnica de Ziehl-Neelsen,
coletados de lesdes, I6bulos auriculares, cotovelos e/ou joelhos ou material de bidpsia. A
carga bacilar é expressa como um indice baciloscopico (IB) que reflete 0 nimero de bacilos
por campo microscopico em escala logaritmica (NAIK et al., 2011). Em pacientes
tuberculdides a baciloscopia é geralmente negativa, enquanto em virchowianos é positiva.
Entretanto, um resultado negativo ndo afasta o diagnostico da hanseniase, pois 0 exame é de
baixa sensibilidade para pacientes PB (LASTORIA e ABREU, 2012). A realizacio do exame
exige um profissional capacitado e bem treinado, pois a especificidade é de aproximadamente
100%, porém a sensibilidade é em torno de 76% para pacientes MB e 26% para pacientes PB
(BHUSHAN et al., 2008). Tanto a baciloscopia quanto o exame histopatolégico ndo sdo
exames preconizados pela OMS para o diagnoéstico do MH, por isso ndo sdo realizados de
forma rotineira pelos servicos de satde pablica no Brasil (WHO, 2005).

A sorologia antiPGL-1 também pode auxiliar no diagnostico. E um teste
especifico para MH, pois ndo apresenta reacdo cruzada com outras micobactérias, e que se

baseia, principalmente, na deteccdo de anticorpos da classe IgM antiPGL-1 (BUHRER-
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SEKULA, 2008). No entanto, possui baixa sensibilidade para pacientes PB, pois o nivel de
anticorpos pode ser muito baixo ou indetectavel. A sensibilidade é de até 98% em pacientes
MB e de 35% em pacientes PB (MOURA et al., 2008). Os titulos de IgM correlacionam-se
ainda com a forma clinica e carga bacilar da doenca (SCHURING et al., 2006; LYON et al.,
2008). A deteccdo de anticorpos antiPGL-1 pode ser realizado por ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ou ainda por um teste rapido no formato de fluxo lateral (ML-Flow),
que apresenta como principal vantagem a facilidade de execugdo em campo, ndo necessitando
de reagentes refrigerados, equipamentos especializados ou mao de obra treinada (SILVA et
al., 2008; BUHRER-SEKULA et al., 2009).

Testes cutaneos de hipersensibilidade tardia podem ser ultilizados como
avaliadores da resposta imune celular do MH. Entre eles o0 melhor avaliado é o teste de
Mitsuda ou lepromina que usa extrato bruto de M. leprae esterilizado por autoclave. O exame
consiste na injecdo intradérmica de 0,1 ml de bacilos na face ventral do antebrago, e a leitura
da reacdo é feita apds 24 a 28 dias. A solugdo de Mitsuda contém 4,0 x 10" bacilos mortos/por
mL (PINHO et al., 1998). O teste de Mitsuda ndo deve ser utilizado para o diagndstico da
doenca, devido a reatividade cruzada com micobactérias ambientais ndo patogénicas e a
vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin). O teste de Mitsuda serve como prognostico e
constitui parametro para avaliar a presenca de resposta imune celular do individuo ao bacilo
M. leprae (DE SOUZA et al., 2007). E positiva nos pacientes tuberculoides, em que ha boa
resposta imunocelular, negativa nos virchowianos, nos quais essa resposta é deficiente, e
mostra graus variaveis de positividade nos dimorfos (LASTORIA e ABREU, 2012).

2.7 Profilaxia e controle

Ndo ha& vacina especifica contra M. leprae. No entanto, em varios paises
endémicos do mundo, inclusive no Brasil, tem sido realizada uma vacinacdo de rotina com
Mycobacterium bovis (BCG) para prevenir, por protecdo cruzada, a infeccdo por M. leprae. A
BCG ¢ aplicada na dose de 0,1 ml em criangcas com idade acima de 3 meses, por via
intradérmica no brago direito, na altura da insercdo inferior do musculo deltéide (BRASIL,
2010a).

Vérios estudos mostram a capacidade protetora da BCG contra a forma
virchowiana da hanseniase, principalmente (PONNIGHAUS et al., 1992; RODRIGUES et al.,
2007; DUPPRE et al., 2008; MERLE et al., 2010). Muitas outras micobactérias foram
examinadas para o desenvolvimento de uma potencial vacina contra a hanseniase, porém

essas vacinas demonstraram baixo grau de protecdo (GORMUS e MEYERS, 2003;
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NARANG et al.,, 2005; DUTHIE et al.,, 2011). O uso generalizado de uma vacina com
bactérias vivas € limitado por preocupacfes de seguranca e pela incapacidade de fabricar
grandes lotes reprodutiveis do M. leprae, ja que é uma bactéria ndo cultivavel em meios de
culturas (RAMAN et al., 2009).

O Ministério da Salde do Brasil recomenda o uso da vacina BCG como
prevencdo a todos os contatos de paciente com hanseniase desde a década de 70. A vacina
BCG deve ser aplicada nos contatos intradomiciliares sem presenca de sinais e sintomas de
hanseniase no momento da avaliacdo, independentemente de serem contatos de casos PB ou
MB. A aplicagdo depende da histdria vacinal, que segue as seguintes recomendagdes: na
presenca de uma cicatriz prescrever uma dose, com duas cicatrizes ndo prescrever nenhuma
dose. Na auséncia de cicatriz vacinal ou se a informacdo for duvidosa sdo aplicadas duas
doses com intervalo de 6 meses (BRASIL, 2010a).

Os esforcos para o controle da morbidade através da deteccdo precoce de casos
novos e a cura com a quimioterapia sdo prioridades pela OMS, como principal ferramenta
para enfrentar os desafios ainda existentes para a reducdo da carga da doenca, bem como 0s
impactos danosos sobre os individuos e suas familias (WHO, 2006). Ha evidéncias de que a
quimioprofilaxia é efetiva em reduzir a incidéncia do MH, particularmente nos contatos
domiciliares (REVEIZ et al., 2009).

A realizagdo do diagndstico precoce, o inicio do tratamento poliquimioterapico de
forma oportuna e a vigilancia dos contatos intradomiciliares, baseada na realizacdo de exame
dermatoneuroldgico e na vacinacdo com BCG constituem as principais estratégias para o
controle da hanseniase no pais (BRASIL, 2008b).
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3 JUSTIFICATIVA

A hanseniase no Brasil continua sendo um problema de saude publica. Possui
nivel endémico, sendo o segundo pais do mundo com maior taxa de prevaléncia (1,51
casos/10 mil habitantes), acima do recomendado pela OMS (<lcaso/10 mil habitantes).
Apesar da notavel diminui¢do nos CD ao longo dos anos, a detec¢do de novos casos continua
alta e a patologia € considerada hiperendémica nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do
nosso pais (BRASIL, 2013).

A manutencdo da alta endemia do MH, em certas regides, pode estar associada a
diferentes modos de organizacdo espacial e social, determinando diferentes grupos de riscos
relacionados com o adoecimento (LANA et al., 2009). Entre outros fatores que influenciam,
acredita-se na existéncia de uma predisposicdo genética do individuo na resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo por M. leprae (LAZARO et al., 2010). Se fatores genéticos estio
envolvidos na génese do MH, é possivel que casos indices e contactantes consanguineos,
apresentem resposta imunoldgica semelhante no que tange a manutencdo da hiperendemia,
cujos achados ndo estdo ainda claramente definidos.

A evolucdo clinica da infeccdo por M. leprae em um hospedeiro depende do
padrdo de citocinas no sitio da infeccdo. Nesse perfil, ferramentas imunoldgicas tornam-se
igualmente importantes no diagnostico das formas subclinicas, por meio da mensuracdo de
anticorpos. A auséncia de manifestacdes clinicas nos individuos infectados assintomaticos é
um problema que circunda a epidemiologia do MH, uma vez que o diagnostico destes
individuos é fundamental para o controle da doenga (FINE, 2007).

Considerado pelo Ministério da Saide como uma area hiperendémica, o estado do
Maranh&o possui 77 municipios prioritarios para 0 MH, sendo uma das areas com maior risco
de deteccdo da doenca no pais. Além disso, é o terceiro estado com maior CD de novos casos
de MH no pais (55,54/100.000 habitantes) e o primeiro da regido nordeste em nimero de
casos notificados em 2012 (BRASIL, 2013). Outro grande problema do MH no Estado €é a
exposicdo da populacdo infantil ao bacilo. Do total de 3.899 novos casos da doenca
notificados em 2013, cerca de 10% eram criangas com até 14 anos de idade (BRASIL, 2014).
Estes parametros refletem a incapacidade de controle da doenca e a continuidade na cadeia de
transmissdo (BARBIERI e MARQUES, 2009).

Acailandia, Imperatriz e Sdo Luis (capital do Estado), sdo exemplos de
municipios hiperendémicos, e estdo entre 0s dez maiores numeros de casos novos detectados

nos ultimos cinco anos no Estado (Tabela 2). Estéo localizados geograficamente em regides
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distintas, com diferentes indices de desenvolvimento humano (IDH). Possuem elevados CD
da doenca, e juntos representam 21% do total de casos detectados em 2013 do Maranh&o
(BRASIL, 2014).

Tabela 2 - Municipios do Maranhdo com maiores nimeros de casos novos de MH
detectados nos anos de 2009 a 2013. Destaque para Agailandia, Imperatriz e Sdo Luis.

2009 2010 2011 2012 2013
1 Sé&o Luis 681 Sao Luis 731 Séo Luis 780  Sé&o Luis 781 Sé&o Luis 536
2 Imperatriz 333  Timon 216 Imperatriz 255  Imperatriz 228 Imperatriz 190
3 | Timon 180 Imperatriz 194 Timon 162  Acailandia 155 Santa Inés 145
4 | Bacabal 171 Caxias 153  Acailandia 151 Timon 139 Sa0dostde g
5 | Acailandia 148  Bacabal 137 Santaluzia 123 ;?Sajnﬁ? d 135 Coroatd 118
6 | Caxias 14 133 2090155 Caas 134 Caxias 117
7 | Codd 134  Codo 129 Caxias 112 Codé6 118  Bacabal 112
8 | SantaInés 125 Acailandia 118 Cod6 112 SantalLuzia 116 Zé Doca 101
9 | Santaluzia 110 g?g;g:f 9 115 7¢Doca 106 Bacabal 104 Acailandia 100
10 ?z?gajrﬁ;? de 106 Il\t/lai?;ertr:]uru 87  Bacabal 93  SantaInés 92  Timon 95

Fonte: SVS - SINAN. BRASIL, 2014.

Dessa forma, o conhecimento do perfil epidemiol6gico e imunolégico de
pacientes e contatos de area hiperendémica é de grande importancia por serem caracteristicas
centrais na dindmica da infec¢édo, fornecendo informagdes que poderéo identificar fatores que
influenciam os elevados CD. E ainda por serem Uteis para o desenvolvimento de politicas
publicas de saude, visando auxiliar na reducdo de novos casos da doenca, assim como da sua

transmissdo, garantindo o controle ao longo dos anos nessas regides.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar o perfil epidemiolégico e imunologico em pacientes hansenianos e

contatos de area hiperendémica do Estado do Maranhao.

4.2 Objetivos Especificos

I) Descrever os aspectos clinicos e epidemioldgicos dos casos e contatos de
pacientes com MH,;

I1) Caracterizar o perfil da resposta humoral de casos e contatos de pacientes com
MH;

I11) Relacionar a presenca de anticorpos IgM antiPGL-1 aos aspectos clinicos e
epidemioldgicos dos casos e contatos de pacientes com MH;

IV) Avaliar a concordancia das técnicas imunologicas de diagnostico para
identificacdo de infeccdo por M. leprae;

V) Comparar a producgéo sérica de citocinas e quimiocinas da resposta imune inata
e adaptativa dos doentes com diferentes formas clinicas da hanseniase e seus contatos.

VI) Comparar a producdo sérica de citocinas e quimiocinas em casos e contatos

com e sem cicatriz vacinal.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo transversal que analisou dados epidemiologicos
resultantes do acompanhamento de coorte de casos de MH e seus contactantes no Estado do
Maranhdo, no periodo de 2009 a 2012. O presente estudo foi parte do projeto “Aplicacdo de
tecnologias moleculares, imunoldgicas e de geoprocessamento para a caracterizagdo
epidemioldgica, diagnostico e monitoramento da hanseniase em area hiperendémica do
Maranhdo” Edital MCT/CNPqg/CT-Saude/MS/SCTIE/DECIT N°034/2008, o qual foi
coordenado pela Dra. Isabela Maria B. Goulart, da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) em parceria com a Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) e Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz (CPqGM). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhéo, sob n°® 23115-003005/2009-36 (ANEXO A).

5.2 Area de estudo

Para o estudo foram selecionados trés municipios considerados hiperendémicos
para MH, os quais apresentavam CD > 40 casos/100.000 habitantes no banco de registro de
casos de MH do SINAN. Foram incluidos nesse estudo, portanto, os municipios de
Acailandia, Imperatriz e Sao Luis (Figura 4).

O municipio de Agailandia esta localizado a Oeste do Estado do Maranh&o, a 04°
56' 48" S de latitude e a 47° 30" 17" W de longitude, com altitude média de 240 metros e
territério de 5.806,440 km?. Possui 104.047 habitantes e uma densidade demogréfica de 17,92
hab/km? (IBGE, 2010).

O municipio de Imperatriz também esta situado a oeste do Estado do Maranhéo,
localizado a 05° 31' 35" S de latitude e a 47° 29' 30" W de longitude, com altitude média de
131 metros e territorio de 1.368,987 km?. A cidade é a segunda mais populosa do estado, com
247.505 habitantes e uma densidade demografica de 180,79 hab/km? (IBGE, 2010).

Sao Luis, capital do Estado, estd situada ao norte, latitude 02° 31' 47" S e
longitude 44° 18' 10" W. Possui uma area de 834,785 km? e uma altitude de apenas 24 metros.
Tem a maior populagdo do Estado com 1.014.837 habitantes e densidade demogréfica de
1.215,69 hab/km? (IBGE, 2010). Os trés municipios tém em comum o clima tropical Gmido.
O bioma amazonico é caracteristico das cidades de Acailandia e Imperatriz, enquanto em Sao

Luis predomina o bioma costeiro.
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Parte do desenvolvimento desse estudo foi realizado no Laboratorio de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo - UFMA, em S&o Luis, onde sdo

realizadas pesquisas na area de imunologia daquela instituicao.

Figura 4 - Mapa do estado do Maranhdo. Destaque para a localizacdo dos municipios de
Acailandia, Imperatriz e S&o Luis. Fonte: IMESC (2014).

5.3 Critérios de incluséo e exclusdo da amostra

Foram incluidos no estudo casos de MH clinicamente confirmados, virgens de
tratamento, que residiam em area de alta endemicidade previamente selecionada e que
tiveram sorologia para IgM antiPGL-1 realizada.

A inclusdo dos contatos seguiu 0s seguintes critérios: ser contato de paciente com
MH, residir em uma das areas selecionadas, apresentar exame dermatoneuroldgico sem sinais
clinicos para MH e ter sorologia para IgM antiPGL-1 realizada.

Para avaliacdo analitica da sorologia foi utilizado como controle individuos
adultos considerados sadios, sem alteracdo ao exame dermatoneuroldégico, com presenca de
cicatriz vacinal BCG, auséncia de co-morbidades, e negativo ao exame ELISA (IgM antiPGL-
1).

Foram excluidos pacientes e contatos que ndo residiam em uma das areas de
estudo, bem como pacientes que ja estavam em tratamento. Os contatos que ao exame clinico
apresentaram sinais e sintomas suspeitos de MH, passaram, a partir de entdo, a serem

considerados como casos de hanseniase.
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5.4 Coleta de dados

Os pacientes foram avaliados por equipe medica, como tendo uma das formas
clinicas da hanseniase. Apds o diagnostico clinico foram abordados por protocolo de
seguimento (ANEXO B), onde confirmaram sua participagdo na pesquisa através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO C).

Os critérios para o diagndstico de MH foram: avaliagdo dermatoneuroldgica
(numero de lesBes, nimero de nervos acometidos, grau de incapacidade), baciloscopia,
bidpsia de pele e teste de Mitsuda. A classificagdo operacional dos casos seguiu a
recomendada pelo OMS (1985) que classifica os doentes como paucibacilares (PB) ou
multibacilares (MB). Para determinacdo da forma clinica foi levada em consideracdo a
classificacdo de Ridley-Jopling (1966) que inclui as formas indeterminada (1), tuberculdide
(T), dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-virchowiano (DV) e
virchowiano-virchowiano (VV). Foi verificado também os estados reacionais nos pacientes
que apresentaram reacdes no diagnostico, considerando-se reacdes tipo 1, a reacdo reversa
(RR), e tipo 2, a reagdo eritema nodoso hansénico (ENH) (RIDLEY, 1969).

Outros dados coletados por meio da aplicagdo de ficha epidemiolégica dos casos
consistiram nas variaveis: sexo, idade, localidade, niUmero de contatos, tempo de doenca,
tratamento anterior, esquema terapéutico, modo de entrada, modo de deteccao, provavel fonte
de infeccdo e profilaxia BCG. Foi coletado também amostras de sangue para sorologia
antiPGL-1 (ELISA e ML-Flow), dosagem de citocinas e quimiocinas.

Os pacientes foram ainda orientados sobre a necessidade do exame de seus
contatos. Foram convocados os individuos citados pelo paciente que conviviam no mesmo
domicilio ou fora dele, mas que mantiveram contato com 0 mesmo, diariamente ou
esporadicamente. O exame dos contactantes consistiu em avaliagdo clinica
dermatoneuroldgica e teste de Mitsuda, de acordo com protocolo. Foi feita a verificacdo da
cicatriz vacinal pelo BCG. O contato sem cicatriz ou apenas uma cicatriz vacinal pelo BCG,
foi encaminhado para vacinacgdo, depois do resultado do teste intradérmico de Mitsuda. Foi
coletado sangue periférico para os testes soroldgico (ELISA, ML-Flow, citocinas e
quimiocinas).

Os dados epidemiolégicos dos contatos foram coletados por meio da aplicacéo de
ficha de seguimento (ANEXO B) abordando as variaveis: sexo, idade, localidade, tempo de
exposicdo, classificacdo operacional do caso indice, forma clinica do caso indice, tipo de
contato, grau de parentesco e profilaxia BCG.
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5.5 Coleta de amostras bioldgicas
5.5.1 Raspado dérmico

Foi realizado, para o exame baciloscopico, o raspado dérmico dos casos de MH. O
esfregago dérmico foi obtido de no minimo 5 locais e no maximo 7 ( I6bulos das 2 orelhas
(LD e LE), os 2 cotovelos (CD e CE), 2 joelhos (JD e JE) e 1 leséo ativa (L)), conforme
padronizado pelo Ministério da Sadde. Ao selecionar uma regido de cada vez, foi feita a
antissepsia e com uma pinca kelly curva e bisturi, coletamos o tecido dérmico que em seguida
foi depositado em lamina de vidro. A coloracdo usada para o M. leprae, um bacilo alcool-
acido resistente (BAAR), foi a de Ziehl-Neelsen.

A baciloscopia foi realizada pelo Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Universitario da UFMA. O resultado registrado foi baseado no nimero de bacilos vistos em
um campo microscopico medio, utilizando-se objetiva de imersdo, e expresso em nosso

estudo como positivo ou negativo.

5.5.2 Biopsia de pele

A bidpsia de lesdo de pele foi coletada para classificacdo histopatologica dos
pacientes segundo os critérios de Ridley e Jopling (1966). Foi realizada, previamente, com
assepsia da regido com alcool iodado, seguida de anestesia local subcutanea de lidocaina a
2%, sem vasoconstrictor. Foi utilizado punch de 4mm, obedecendo as linhas de tensdo da
pele, retirando-se um fragmento com o mesmo diametro, atingindo a hipoderme. A sutura foi
feita com mononylon 2-0, pontos separados e curativo. As amostras coletadas foram
encaminhas ao Laboratério de Patologia do Hospital Universitario da UFMA para o exame

histopatologico.

5.5.3 Sangue periférico

A coleta do sangue periférico foi feita por puncdo da veia braquial, em sistema
Vacutainer® (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, EUA), com antissepsia prévia com
alcool 70%. O sangue foi coletado em tubo de 8 mL com gel separador. As amostras foram
mantidas refrigeradas e transportadas ao Laboratério de Imunofisiologia da UFMA, para

separagdo do soro, armazenamento a -80° C e realizagdo de ensaios sorologicos.
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5.6 Teste de Mitsuda

Para o teste de Mitsuda injetou-se, intradermicamente, 0,1 mL de mitsudina
humana na superficie de flexdo do antebraco direito, 4 cm abaixo da dobra antecubital. O
antigeno consistia em uma suspensdo de 6 x 10 bacilos/mL mortos pelo calor, produzida pelo
Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru, SP. A reacdo intradérmica foi observada apds 4
semanas (21 ou 28 dias apds a aplicacdo), considerando como resultado a medida do diametro
da induracdo local, registrada em milimetros (mm). Foi considerado clinicamente positivo
aquele que apresentasse uma leitura maior que 3 mm.

A reacdo de Mitsuda foi descrita levando-se em conta os dados relacionados
abaixo:

Negativa: nada observado ou sentido;

Flutuante: papula menor ou igual a 3 mm de didmetro;

Positivo: papula maior que 3 mm de didmetro sem ulceracao;

Ulcerado: nédulo de qualquer tamanho, com ulceracéo.

5.7 Testes soroldgicos
5.7.1 Determinacéo de IgM antiPGL-1 pelo ML-Flow

O teste soroldgico de fluxo lateral foi realizado segundo a metodologia descrita
por Bihrer-Sékula et al. (2003), que avalia de forma répida a quantidade circulante de
anticorpos IgM contra antigenos de PGL-1. Ap0Os a assepsia, foi coletado amostra de
aproximadamente 5 uL de sangue do dedo indicador com micropipeta. O sangue foi colocado
na janela do dispositivo e acrescido de 130 uL de reagente de deteccdo. As leituras foram
realizadas ap6s 5 minutos, sendo considerado positivo quando observado a presenca de faixas
de coloragdo avermelhada, uma de teste e outra controle.

O dispositivo imunocromatografico do teste compreende duas membranas de
nitrocelulose, uma superior considerada teste e a inferior de controle. A membrana superior
contem uma faixa de antigeno semi-sintético de PGL-1 e a inferior uma faixa com anticorpo
IgM humano na zona de teste. O reagente de deteccdo consiste de uma solugdo tampéo
contendo particulas moveis de ouro coloidal vermelho, contendo anti-lgM humano, podendo
ser armazenado a temperatura ambiente. O reagente de deteccdo liga-se aos anticorpos IgM
da amostra e juntos movem-se através da membrana até a zona de teste. Se o anticorpo da

amostra for especifico ao M. leprae, ele se liga ao antigeno e uma linha vermelha aparece na
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zona de teste, além da controle. Se a amostra ndo contiver anticorpo IgM especifico ao M.

leprae, apenas a linha controle aparece.

5.7.2 Determinacéo de IgM antiPGL-1 por ELISA

O protocolo para o ELISA utilizando o antigeno PGL-1 nativo seguiu o descrito
por Young e Buchanan (1983), com algumas modificacGes. Para titulagdo dos niveis de anti-
PGL-1 foi realizado o método ELISA indireto padronizado pelo Centro de Referéncia
Nacional em Dermatologia e Hanseniase - CREDESH/UFU-MG.

Para a sensibilizacdo, as placas de microtitulacdo de 96 pocos (NUNC-Intermed,
Dinamarca) foram incubadas por 1 hora com 50 uL da solugéo contendo 10,0 ug/ml de PGL-
1 + alcool etilico absoluto (1:100), a 37° C. Ap6s a evaporacdo do alcool foram feitas trés
lavagens com PBS e as placas foram novamente incubadas com 300 pL/pocgo da solucéo de
bloqueio contendo PBS -BSA 1%. Decorrido o tempo de bloqueio, foram feitas 3 lavagens
com PBS. Apds esta etapa, seguiu-se a incubacdo dos soros diluidos em PBS -BSA 1% por
duas horas, a 37°C. Novamente os pogos foram lavados com PBS e incubados durante 1 hora
a 37°C, com anticorpos murino anti-lgM humano com peroxidase (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA), diluidos em 1: 10000. Apo6s novas lavagens com PBS foi adicionado o
substrato OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride, Sigma Aldrich Co. P.O. St. Louis, MO,
EUA). Seguiu-se um tempo de incubacdo de 20 minutos para que a reacdo enzimatica
ocorresse e, entdo, foi adicionado H,SO,4 2N para interromper a reacdo. A leitura foi feita no
leitor de ELISA SpectraMax® Plus384 em 492 nm. Os dados obtidos em densidade 6ptica
foram convertidos em indice ELISA (IE), considerando positivos aqueles com IE igual ou
superiora 1,1 (LOBATO et al., 2011).

5.7.3 Quantificagao de citocinas e quimiocinas

Foi utilizada a técnica de CBA (ensaio citométrico de esferas ordenadas) para a
quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF, IFN-ye TGF-B1 e das
quimiocinas CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCLS8/IL-8, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10.
Todos os reagentes utilizados foram provenientes de Kits (Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit,
Human TGF-41 Single Plex Flex e Human Chemokine kit), adquiridos da Becton Dickinson
Biosciences (San Jose, CA, EUA). Os procedimentos foram realizados seguindo o protocolo

descrito pelo fabricante.
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Aliquotas dos soros foram previamente centrifugadas a 200g por 10 min a
temperatua ambiente para precipitacdo de debris. Em tubos de ensaio foram adicionados 25
uL das amostras dos padr@es das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y) ou
quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10) fornecida pelo fabricante, diluidas
seriadamente (1:2). Do mesmo modo adicionou-se 25 uL dos soros a serem testados em tubos
previamente identificados. Em seguida foram adicionados a cada tubo 25 pL da solucéo de
beads de captura para marcar a producéo de cada citocina ou quimiocina. Adicionou-se ainda
25 pL de anticorpo conjugado a PE. Os tubos foram homogeneizados e incubados a
temperatura ambiente por 3 horas protegidos da luz. Apds a incubacdo as amostras foram
ressupensas com 200 upL de solucdo tampdo e centrifugadas a 200g por 5 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as amostras foram entdo ressuspensas em 180
uL de solugdo tampéo antes de sua aquisigéo.

A quantificacdo de TGF-B1 foi realizada acidificando previamente o soro a pH 3,0
e neutralizando a pH 7,2 - 7,6 antes dos testes, com objetivo de ativar TGF-B1 latente,
conforme recomendac@es do fabricante. Em tubos de ensaio foi adicionado 25 uL da amostra
padrdo fornecida pelo fabricante, diluida seriadamente (1:2) ou do soro a ser testado. Em
seguida foram adicionados a cada tubo 25 uL da solucdo de beads de captura para marcar a
producdo de TGF-B1. Os tubos foram homogeneizados e incubados a temperatura ambiente
por 2 horas. ApGs a incubacdo os tubos foram lavados com 200 uL solucdo tampédo e
centrifugados a 200g por 5 minutos. Apos descarte do sobrenadante, adicionou-se 25 pL de
anticorpo conjugado a PE em cada tubo. Os tubos foram novamente incubados a temperatura
ambiente por 2 horas protegidos da luz. Ap6s o periodo de incubacdo procedeu-se nova
lavagem e centrifugacdo, descartando cuidadosamente o sobrenadante. As amostras foram
entdo ressuspensas em 180 uL de solucéo tampdo para posterior aquisicao.

A aquisicdo foi feita em citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San
Jose, CA, EUA). A calibracdo do citdmetro foi realizada utilizando 3 amostras de referéncia
(setup beads), incubadas previamente com FITC ou PE ou ainda sem nenhum reagente
revelador, conforme as recomendagdes do kit do fabricante. Apés a leitura dos padrdes e das
amostras os dados foram analisados no software FCAP Array'™ versio 3.0 (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA), onde os valores por foram obtidos por regressdo linear

multipla com 5 parametros logisticos e expressos em pg/mL.
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5.8 Analise dos dados e tratamento estatistico

Os dados coletados foram tabulados e codificados em uma base de dados relativos
aos casos indices e contactantes, utilizando-se o sistema de processamento de planilhas
Microsoft Excel® versdo 2007 (Microsoft Co., Redmond, WA, EUA). O software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foi utilizado para realizacdo dos
testes estatisticos.

Na descricdo das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas as varidveis foram
expressas em frequéncias absolutas e relativas, assim como em pardmetros estatisticos
descritivos de média e desvio-padrdo. A associacdo entre as varidveis foi verificada
empregado-se o teste Exato de Fisher, de Qui-Quadrado (x?) ou ainda Qui-Quadrado com
correcdo de Yates, conforme o nimero de amostras analisadas, respeitando-se o grau de
liberdade de cada variavel. Para analise comparativa do testes ELISA e ML-Flow foi
empregado o teste de concordancia Kappa, para expressar a confiabilidade dos testes.

Para a dosagem de citocinas e quimiocinas foi obtida uma amostra néo-
probabilistica, ndo-aleatoria, escolhidas a partir da classificacdo operacional. Os dados
quantitativos gerados foram avaliadas em relacdo as condi¢des de normalidade, por meio dos
testes de Shapiro-Wilk e D'Agostino & Pearson, antes de serem selecionados os testes para
comparacdo dos grupos. As variaveis foram entdo expressas como média, desvio padrdo ou
mediana e erro padrdo. Os grupos com distribuicdo normal foram comparados por ANOVA
seguido do teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn. Para determinacdo de correlacdo entre as varidveis
quantitativas, foram utilizadas a correlacdo de Pearson ou Spearman.

Na interpretacdo destes testes estatisticos, foi considerada diferenca significativa
quando a probabilidade (p) do erro tipo I for < 0,05 (< 5%).
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6 RESULTADOS

Durante a execucdo do trabalho foram registrados 517 pacientes com MH e 2741
contatos. Foram incluidos nesse estudo 2666 individuos, correspondendo a 503 casos e 2163
contatos, com uma média de 4,3 (amplitude=10,0) contatos por caso indice. A maioria das
variaveis estudadas ndo apresentaram completude de registro, portanto, diferem no ndmero
total de observacdes. Inicialmente é demonstrada a analise descritiva e exploratoria dos
dados, onde foram calculadas as frequéncias das varidveis sociodemogréaficas e clinicas de
casos e contatos. Em seguida é demonstrado os resultados da andlise bivariada do perfil
epidemiol6gico de acordo com a classificagdo operacional dos casos. E finalmente os

resultados da relacdo das caracteristicas imunologicas segundo as variaveis estudas.

6.1 Aspectos clinico-epidemioldgicos

As caracteristicas clinicas e sociodemograficas gerais sdo apresentadas nas tabelas
a sequir:

A tabela 3 descreve as caracteristicas sociodemograficas de casos e contatos de
pacientes com MH. Nesta tabela observou-se que mais da metade dos casos era do género
masculino (53,19%) e constituido em sua maioria por jovens e adultos acima dos 15 anos de
idade (88,89%). Metade deles (50,3%) tinha como procedéncia 0 municipio de Imperatriz.
Geralmente possuiam mais do que 3 contatos (46,22%). Entre os contatos, no entanto, a
maioria era do género feminino (59,83%), com predominancia de jovens e adultos acima dos

15 anos de idade (67,02%), oriundos, em sua maioria, do municipio de Imperatriz (45,12%).
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Tabela 3 - Caracteristicas sociodemograficas dos casos e contatos de
pacientes com MH.

Casos Contatos
Variavel N  9%total 9% valido® N  9%totall % valido®
Sexo n=502 n=2161
Masculino 267 53,08 53,19 868 40,13 40,17
Feminino 235 46,72 46,81 1293 59,78 59,83
Ignorado 1 0,20 - 2 0,09 -
Idade (anos) n=477 n=1977
<15 53 10,54 11,11 652 30,14 32,98
15]- 30 121 24,06 25,37 587 27,14 29,69
>30 303 60,24 63,52 738 34,12 37,33
Ignorado 26 517 - 186 8,60 -
Localidade n=503 n=2163
Acailandia 83 16,50 16,50 495 22,88 22,88
Imperatriz 253 50,30 50,30 976 45,12 45,12
S&o Luis 167 33,20 33,20 692 31,99 31,99
Ignorado 0 0,00 - 0 0,00 -
Numero de contatos n=106
<1 15 2,98 14,15 - - -
1-3 42 8,35 39,62 - - -
>3 49 9,74 46,22 - - -
Ignorado 397 78,93 -
Total 503 100,00 100,00 2163 100,00 100,00

1 percentual em relagdo ao nimero total de dados coletados.
2 percentual em relagdo ao numero de dados ap6s a exclusdo das informagdes ignoradas e no registradas no
prontudrio.

Na tabela 4 podemos constatar que a maioria dos pacientes estava doente ha um
ano ou menos tempo (57,67%). A classificacdo operacional predominante foi a paucibacilar
(65,5%), sendo ainda detectados 6,2% de casos na forma clinica VV, forma mais grave da
doenga. Cerca de 10,33% foram classificados na forma inicial da hanseniase (MHI). O
esquema terapéutico mais empregado foi o de 6 doses para 0s casos paucibacilares (64,32%).

Aproximadamente 95% eram casos novos e 6,28% foram diagnosticados através
do exame de contatos. A demanda espontanea foi 0 modo de deteccdo mais frequente
(46,07%). A incapacidade fisica foi observada em 35,51% dos pacientes examinados. Destes,
9,04% ja apresentavam deformidades em Grau Il. Observou-se que metade deles (50,43%)
nunca havia sido vacinado com BCG. E em relacdo a baciloscopia, 80,23% foram negativas,
porém somente 17,10% tiveram a baciloscopia realizada.

Quando analisamos as perdas de dados, observamos que a baciloscopia possuia o
maior percentual de informacdes ignoradas (82,90%), seguido do numero de contatos
(78,93%) e tempo de doenca (62,43%)
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas dos casos Casonovo 370 73,56 9439
de MH Trar]sferenma 1 0,20 0,26
: Recidiva 9 1,79 2,30
Casos Outros 12 239 3,06
Variavel N % % Ignorado 111 22,07 -
total”  valido Modo de Deteccéo n=382
Tempo de Doenca (anos) n=189 Encaminhamento 172 3419 4503
=1 109 21,67 57,67 Demanda espontanea 176 34,99 46,07
13 49 9,74 25,90 Exame de coletividade 3 0,60 0,79
>3 31 6,16 16,39 Exame de contatos 24 4,77 6,28
Ignorado 314 62,43 - outros 7 1,39 1,83
Classificacdo Operacional n=487 Ignorado 121 24,06 -
Paucibacilar 319 63,42 65,50 Grau de Incapacidade n=321
Multibacilar 168 33,40 3450 Grau 0 207 4115 64,49
Ignorado 16 3,18 - Grau | 85 16,90 26,47
Forma Clinica n=484 Grau Il 29 5,77 9,04
Indeterminado 50 9,94 10,33 _ Ignorado 182 36,18 -
Tuberculdide 134 2664 27,69 Profilaxia BCG n=462
Dimorfo-tuberculbide 129 2565 26,65 0 233 4632 5043
Dimorfo-dimorfo 102 2028 21,07 1 201 399 4351
Dimorfo-virchowiano 39 7,75 8,06 |2 ] ﬁ gig 6,06
Virchowiano-virchowi- gnoraao ) -
ano 30 5,96 6,20 Baciloscopia n=86
Ignorado 19 3,78 - Negativo 69 13,72 80,23
Esquema Terapéutico n=426 Positivo 17 3,38 19,77
PQT/PB 6 doses 274 54,47 64,32 Ignorado 417 82,90 -
PQT/MB 12 doses 139 27,64 32,63 Total 503 100,00 100,00
PQT/MB 24 doses 13 2,58 3,05 1 percentual em relagdo ao numero total de dados coletados.
Ignorado 7 1531 - % percentual em relagdo ao nimero de dados ap6s a exclusio das
Modo de Entrada n=392 informagGes ignoradas e ndo registradas no prontuario.

A tabela 5 descreve as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos contatos. A
maioria mantinha contato com um caso de MH > 3 anos (70,06%). Aproximadamente 3% dos
contatos ja haviam sido tratados anteriormente da doenca, persistindo a mesma, em um caso
na familia. Cérca de 56% estava convivendo com pacientes multibacilares, principalmente da
forma clinica DD (37,81%). A média de contatos entre os multibacilares foi de 6,64, maior
que a dos paucibacilares a qual foi de 2,75.

Contatos intradomiciliares foram os mais frequentes (84,33%), e destes 13,4%
mantinham contato intimo. O grau de parentesco mais comum foi o de 1° grau (54,77%).
Mais da metade havia sido vacinado ao menos uma vez com BCG (59,23%), e 19% né&o
possuia nenhuma cicatriz vacinal. Ao exame dermatoneurolégico 3,21% dos contatos
apresentaram alguma alteracéo.

Quando analisamos a falta de completude dos dados observamos que o tempo de
exposicdo possuia 0 maior percentual de informacdes ignoradas (67,28%), seguido do

tratamento anterior (30,33%) e exame dermatoneuroldgico (22,28%).
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Tabela 5 - Caracterizacdo clinica dos contatos

. Ignorado 370 17,11 -
de pacientes com MH. Tipo de contato n=1940
Contatos Intradomiciliar 1376 63,62 70,93
Variavel N % % Intradomiciliar-intimo 260 12,02 13,40
total' valido? Extradomiciliar 195 9,02 10,05
Tempo de exposicdo (anos) n=708 Extradomiciliar-intimo 106 4,90 5,46
<1 122 5,64 17,23 Ocupacional 3 0,14 0,15
1-3 90 4,16 12,71 Ignorado 223 10,31 -
>3 496 22,93 70,06 Grau de parentesco n=1720
Ignorado 1455 67,28 - 1° grau 942 43,55 54,77
Tratamento anterior n=1507 2° grau 344 15,90 20,00
Néo 1463 67,64 97,08 Conjuge 273 12,62 15,87
Sim 44 2,03 2,92 Outros 161 7,44 9,36
Ignorado 656 30,33 - Ignorado 443 20,48 -
Classificagdo Operacional N=1992 Profilaxia BCG n=1967
do caso indice 0 386 17,85 19,62
Paucibacilar 877 40,55 44,03 1 1165 53,86 59,23
Multibacilar 1115 51,55 55,97 2 416 19,23 21,15
Ignorado 171 7,91 - Ignorado 196 9,06 -
Forma Clinica do caso _ Exame dermatoneurolégico n=1681
indice n=1793 Sem alteragdo 1627 75,22 96,79
Indeterminado 144 6,66 8,03 Com alteragéo 54 2,50 3,21
Tuberculbide 396 18,31 22,09 Ignorado 482 22,28 -
Dimorfo-tuberculdide 300 13,87 16,73 Total 2163 100,00 100,00
Dimorfo-dimorfo 678 31,35 37,81 ! percentual em relagdo ao ndmero total de dados coletados.
Dimorfo-virchowiano 95 4,39 5,30 2 percentual em relagdo ao nimero de dados apés a exclusdo das
;ﬂ;ChOWIanO_V”ChOWI 180 8,32 10,04 informagdes ignoradas e ndo registradas no prontuario.

6.2 Caracteristicas clinico-epidemioldgicas segundo a classificacdo operacional

Os casos de MH foram ainda caracterizados de acordo com a classificacéo
operacional, bem como os seus contatos. Para a analise bivariada foi levada em consideracao
as varidveis cuja perda de dados ndo foi maior que 50%. A tabela 6 mostra o perfil
sociodemografico de pacientes paucibacilares e multibacilares e seus contatos. Observou-se
que a maioria dos pacientes paucibacilares (PB) era do género feminino (53,92%) enquanto os
multibacilares (MB) do genero masculino (66,07%). Ambos constituidos principalmente por
individuos adultos, com maioria acima dos 30 anos (~60%), e provenientes do municipio de
Imperatriz (~50%). Os contatos de casos PB e MB eram formados em sua maioria por
mulheres (~60%), com nameros semelhantes de jovens e adultos, porém com frequéncia de
33% de menores de 15 anos. Ambos oriundos também, em sua maioria, do municipio de

Imperatriz (Tabela 6).
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Tabela 6 - Caracteristicas sociodemograficas de casos e contatos segundo a classificacao
operacional dos casos de MH.

PB MB cPB cMB
., % % % % % % % %
Variavel N fotall  valido? N total'  vélido? N total'  valido? N iotal'  vélido?
Sexo
Masculino 147 46,08 46,08 111 66,07 66,07 362 4128 41,28 438 39,28 39,28
Feminino 172 53,92 53,92 57 33,93 33,93 515 58,72 58,72 677 60,72 60,72
Ignorado 0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -
Idade (anos)
<15 40 12,54 12,78 13 7,74 8,02 286 32,61 33,37 355 31,84 33,02
15]- 30 78 24,45 24,92 42 25,00 25,93 252 28,73 29,40 321 28,79 29,86
>30 195 61,13 62,30 107 63,69 66,05 319 36,38 37,22 399 3578 37,12
Ignorado 6 1,88 - 6 3,57 - 20 2,28 - 40 3,59 -
Localidade
Acailandia 54 16,93 16,93 25 14,88 14,88 150 17,10 17,10 341 30,58 30,58
Imperatriz 156 48,90 48,90 90 53,57 53,57 445 50,74 50,74 512 4592 4592
S&o Luis 109 34,17 34,17 53 31,55 31,55 282 32,16 32,16 262 2350 23,50
Ignorado 0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -
Total 319 100,00 100,00 168 100,00 100,00 877 100,0 100,00 1115 100,0 100,00

PB= paucibacilar; MB= multibacilar; cPB= contato de paucibacilar; cMB= contato de multibacilar.

! percentual em relagdo ao numero total de dados coletados.
2 percentual em relagdo ao nimero de dados ap6s a exclusdo das informagdes ignoradas e ndo registradas no prontuario.

Pudemos constatar que 3% dos PB e 8% dos MB ja haviam feito tratamento para

MH anteriormente. A forma clinica tubercul6ide foi predominante entre os PB (41,96%) e a

dimorfo-dimorfo nos MB (41,32%). O esquema terapéutico mais empregado foi o de 6 doses

para os PB (93,84%) e 12 doses para os MB (90,30%).

Aproximadamente 95% dos PB eram de casos novos, sendo 8% detectados a

partir do exame de contatos. Entre os MB, o nimero de casos novos foi de 92%, tendo apenas

2% dos casos detectados a partir do exame de contatos. A demanda espontdnea e o0

encaminhamento foram os modos de deteccdo mais frequente. A incapacidade fisica foi mais

frequente nos MB, chegando a apresentar 14% dos individuos com incapacidade grau Il. Em

relacdo a vacinagdo por BCG, observou-se que 51,97% dos PB haviam sido vacinados,

enquanto 54,48% dos MB néo apresentavam nenhuma cicatriz vacinal (Tabela 7).



Tabela 7 - Caracterizacdo clinica dos casos de MH segundo a
classificacdo operacional.

PB MB
% % % %
total'  valido? total'  valido?

Variavel N

Tempo de Doenca (anos)

<1 68 21,32 55,29 40 23,81 62,50
1-3 34 10,66 27,64 15 8,93 23,44
>3 21 6,58 17,07 9 5,36 14,06
Ignorado 196 61,44 - 104 61,90 -
Forma Clinica
Indeterminado 49 15,36 15,46 1 0,59 0,60
Tuberculbide 133 41,69 41,96 1 0,59 0,60
Dimorfo-tuberculdide 96 30,09 30,28 33 19,65 19,76
Dimorfo-dimorfo 33 10,35 10,41 69 41,08 41,32
Dimorfo-virchowiano 2 0,63 0,63 37 22,02 22,16
;/n'(rfho""'a”o""mho""" 4 125 126 26 1548 1557
Ignorado 2 0,63 - 1 0,59 -
Esquema Terapéutico
PQT/PB 6 doses 274 85,90 93,84 0 0,00 0,00
PQT/MB 12 doses 18 5,64 6,16 121 72,02 90,30
PQT/MB 24 doses 0 0,00 0,00 13 7,74 9,70
Ignorado 27 8,46 - 34 20,24 -
Modo de Entrada
Caso novo 240 75,24 95,24 128 76,19 92,75
Transferéncia 1 0,31 0,40 0 0,00 0,00
Recidiva 5 1,57 1,98 4 2,38 2,90
Outros 6 1,88 2,38 6 2,57 4,35
Ignorado 67 21,00 - 30 17,86 -
Modo de Detecgéo
Encaminhamento 108 33,86 4426 62 36,90 45,59
Demanda espontanea 108 33,86 44,26 68 40,48 50,00
Exame de coletividade 2 0,63 0,82 1 0,59 0,74
Exame de contatos 21 6,58 8,61 3 1,79 2,21
Outros 5 1,56 2,05 2 1,19 1,47
Ignorado 75 23,51 - 32 19,05 -
Grau de Incapacidade
Grau 0 154 48,28 74,76 53 31,55 46,49
Grau | 39 12,23 18,93 45 26,79 39,47
Grau Il 13 4,07 6,31 16 9,52 14,04
Ignorado 113 35,42 - 54 32,14 -
Profilaxia BCG
0 146 45,77 48,03 86 51,19 54,78
1 134 42,01 44,08 67 39,88 42,68
2 24 7,52 7,89 4 2,38 2,55
Ignorado 15 4,70 - 11 6,55 -
Baciloscopia
Negativo 49 15,36 98,00 20 11,90 57,14
Positivo 1 0,31 2,00 15 8,93 42,86
Ignorado 269 84,33 - 133 79,17 -
Total 319 100,00 168 100,00

! percentual em relagdo ao nimero total de dados coletados.
2 percentual em relagéo ao nimero de dados apds a exclusdo das informacdes ignoradas e n&o
registradas no prontuario.
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As caracteristicas clinicas dos contatos de PB e MB séo semelhantes entre si.
Cerca de 3% dos contatos de MB j& haviam feito tratamento anteriormente. Como esperado, a
maioria dos contatos de PB eram de casos com a forma clinica tubercul6ide (46,80%), e 0s
contatos de MB da forma clinica dimorfo-dimorfo (67,23%). A convivéncia intradomiciliar e
0 grau de parentesco de 1° grau foram os mais frequentes em ambos 0s grupos. A maioria
possuia uma cicatriz vacinal ao BCG e nenhuma alteracdo ao exame dermatoneuroldgico
(Tabela 8).

Tabela 8 - Caracterizacdo clinica dos contatos segundo a classificacdo
operacional dos casos de MH.

cPB cMB
., % % % %
Variavel N total'  valido? N total'  valido?
Tratamento anterior
N&o 622 70,92 97,34 826 74,08 96,83
Sim 17 1,94 2,66 27 2,42 3,17
Ignorado 238 27,14 - 262 23,50 -
Forma Clinica
Indeterminado 144 16,42 17,06 0 0,00 0,00
Tubercul6ide 395 45,04 46,80 1 0,09 0,11
Dimorfo-tuberculdide 247 28,16 29,27 53 4,75 5,58
Dimorfo-dimorfo 40 4,56 474 638 57,22 67,23
Dimorfo-virchowiano 4 0,46 0,47 91 8,16 9,59
;/nl(r)chomano-wrchowr 14 1,60 166 166 14,89 17,49
Ignorado 33 3,76 - 166 14,89 -
Tipo de contato
Intradomiciliar 598 68,19 70,52 751 67,35 70,92
Intradomiciliar-intimo 133 15,17 15,68 127 11,39 11,99
Extradomiciliar 1 0,11 0,12 1 0,09 0,09
Extradomiciliar-intimo 88 10,03 10,38 102 9,15 9,63
Ocupacional 28 3,19 3,30 78 6,70 7,37
Ignorado 29 3,31 - 56 5,02 -
Grau de parentesco
1° grau 425 48,46 59,86 499 44,75 51,28
2°grau 125 14,25 17,61 210 18,83 21,58
Conjuge 104 11,86 14,65 164 14,71 16,86
Outros 56 6,39 7,89 100 8,97 10,28
Ignorado 167 19,04 - 142 12,74 -
Profilaxia BCG
0 176 20,07 20,88 205 18,39 18,93
1 510 58,15 60,50 627 56,23 57,89
2 157 17,90 18,62 251 22,51 23,18
Ignorado 34 3,88 - 32 2,87 -
Exame
dermatoneuroldgico
Sem alteragdo 677 77,19 97,83 917 82,24 95,92
Com alteracdo 15 1,71 2,17 39 3,50 4,08
Ignorado 185 21,10 - 159 14,26 -
Total 877 100,00 1115 100,00

! percentual em relago ao nimero total de dados coletados.
2 percentual em relag&o ao ndmero de dados ap6s a exclusdo das informag@es ignoradas e ndo
registradas no prontuario.
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6.3 Caracterizacao clinico-imunoldgica

A caracterizacdo imunologica foi baseada na resposta dos individuos ao PGL-1 e
teste de Mitsuda, além do perfil soroldgico de citocinas e quimiocinas. A tabela 9 mostra o
resultado do ELISA antiPGL-1, ML-Flow antiPGL-1 e Mitsuda para a caracterizacao clinica
de casos e contatos.

No teste cutdneo Mitsuda, 51% dos casos apresentaram uma responsividade
considerada negativa ao antigeno. Em relagdo aos testes soroldgicos ML-Flow e ELISA para
deteccdo de IgM antiPGL-1, as frequéncias de casos positivos foram de 42,61% e 36,85%,
respectivamente.

Nos contatos, 60% apresentaram uma resposta considerada positiva ao teste
cutaneo Mitsuda, sendo o mesmo realizado somente em 211 contatos. Em relacdo aos testes
soroldgicos ML-Flow e ELISA os contatos apresentaram semelhante percentual de
positividade, de 12,08 e 12,52%, respectivamente.

A seguir é apresentado o resultado da analise bivariada, avaliando a associacdo
entre 0 ELISA antiPGL-1 e ML-Flow antiPGL-1 em relacdo as varidveis clinico-
epidemioldgicas. Como o teste Mitsuda apresentou um grande percentual de perdas de dados,

0 mesmo ndo foi considerado nas analises seguintes.

Tabela 9 - Resultado geral dos testes imunolégicos para a confirmacgédo do
diagndstico em casos e contatos.

Casos Contatos
N % total'! % valido® N % total’ % valido®
Mitsuda n=66 n=244
Negativo 24 4,77 51,06 55 2,54 30,22
Positivo 22 4,37 46,81 110 5,09 60,44
Flutuante 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00
Ulcerado 1 0,20 2,13 17 0,79 9,34
Perdeu leitura 9 1,79 - 29 1,34 -
Uso de corticéide 3 0,60 - 0 0,00 -
Né&o fez 7 1,39 - 33 1,53 -
Ignorado 437 86,88 - 1919 88,72 -
ML-Flow n=176 n=745
Negativo 101 20,08 57,39 655 30,28 87,92
Positivo 75 14,91 42,61 90 4,16 12,08
Ignorado 327 65,01 - 1418 65,56 -
ELISA n=502 n=2140
Negativo 317 63,02 63,15 1872 86,55 87,48
Positivo 185 36,78 36,85 268 12,39 12,52
Inconclusivo 1 0,20 - 23 1,06 -
Ignorado 0 0,00 - 0 0,00 -
Total 503 100 100 2163 100,00 100,00

! percentual em relag&o ao nimero total de dados coletados.
2 percentual em relag&o ao ndmero de dados ap6s a exclusio das informagdes ignoradas e ndo registradas no
prontuario.
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6.3.1 Relacdo do ELISA antiPGL-1 com as variaveis do estudo

O esquema terapéutico ndo foi incluido nessa abordagem, seu estudo justificar-se-
ia na analise da evolucdo do paciente durante e apds o término da poliquimioterapia, fato que
ndo foi reportado nesse estudo, pois focalizou o paciente apenas no momento do diagnostico.

Houve maior nimero de casos positivos em pacientes do género masculino
(p=0,045). A positividade também foi maior em individuos acima dos 15 anos (p=0,045). Em
relacdo a localidade, pacientes procedentes da cidade de Imperatriz foi os que tiveram maior
frequéncia de positividade ao exame (p=0,024). O resultado do exame ELISA ndo esta
associado a quantidade de contatos (p=0,307). Ja nos contatos houve maior nimero de casos
positivos em pacientes do género feminino (p=0,010), jovens e adultos apresentaram
positividade semelhante aos menores de 15 anos (p=0,054). Nao houve diferenga do resultado
do ELISA em relacdo a localidade de procedéncia (p=0,154), (Tabela 10).

Tabela 10 - Associacdo do ELISA antiPGL-1 as caracteristicas sociodemogréaficas de
casos e contatos de MH.

Casos Contatos
ELISA Negativo Positivo Negativo Positivo
Variavel N % N % 2 P N % N % 2 P
valor valor
Sexo
Masculino 157 59,02 109 40,98 3,99 0,045 775 89,70 89 10,30 6,60 0,010
Feminino 159 67,66 76 32,34 1095 85,95 179 14,05
Idade (anos)
<15 41 78,85 11 21,15 6,19 0,045 550 85,67 92 14,33 5,82 0,054
15}- 30 73 60,33 48 39,67 507 87,26 74 12,74
>30 187 61,72 116 38,28 658 89,89 74 10,11
Localidade 3,74 0,154
Acailandia 62 74,70 21 2530 7,43 0,024 430 89,58 50 10,42
Imperatriz 147 58,33 105 41,67 850 87,63 120 12,37
Sé&o Luis 108 64,67 59 35,33 592 85,80 98 14,20
Nudmero de
contatos
<1 13 86,67 2 13,33 2,36 0,307 - - - - - -
1-3 28 66,67 14 33,33 - - - -
>3 33 67,35 16 32,65 - - - -

No que se refere ao tempo de doenca ndo houve associagdo com o resultado do
ELISA (p=0,188), assim como, 0 modo de entrada do paciente (p=0,678). A positividade, no
entanto, ficou bem evidenciada em relacdo a classificacdo operacional, sendo maior em
pacientes multibacilares (p<0,001), e aumentou tendenciosamente de acordo com a gravidade
da forma clinica, mostrando uma associacdo significativa (p<0,001). Observou-se que 0

resultado do ELISA parece estar associado a pacientes com algum grau de incapacidade
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(p=0,003). Pacientes com duas cicatrizes vacinais para 0 BCG apresentaram taxa de
positividade ao ELISA menor do que em pacientes com apenas um cicatriz ou sem nenhuma
(p=0,050). Quando foi avaliada a baciloscopia, observou-se que o ELISA estad fortemente
associada aos casos positivos no exame baciloscopico (p<0,001). Tais dados sdo mostrados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Associacdo do ELISA antiPGL-1 as caracteristicas clinicas dos

Casos.
ELISA Negativo Positivo
Variavel N % N % x? p-valor

Tempo de Doenga (anos) n=189
<1 69 63,30 40 36,70 1,73 0,188
1-3 35 71,43 14 28,57
>3 23 74,19 8 25,81

Classificacdo Operacional n=486
Paucibacilar 245 76,80 74 23,20 72,12 <0,001
Multibacilar 63 37,72 104 62,28

Forma Clinica n=483
Indeterminado 48 96,00 2 4,00 132,3 <0,001
Tuberculéide 117 87,31 17 12,69
Dimorfo-tubercul6ide 77 60,16 51 39,84
Dimorfo-dimorfo 55 53,92 47 46,08
Dimorfo-virchowiano 7 17,95 32 82,05
Virchowiano-virchowiano 3 10,00 27 90,00

Modo de Entrada n=378

Caso novo 230 62,33 139 37,67 0,17 0,678
Recidiva 5 55,56 4 44,44

Grau de Incapacidade n=321
Grau 0 145 70,05 62 29,95 11,93 0,003
Grau | 42 49,41 43 50,59
Grau Il 16 55,17 13 44,83

Profilaxia BCG n=461
0 145 62,50 87 3750 5,961 0,050
1 128 63,68 73 36,32
2 24 85,71 4 14,29

Baciloscopia n=86
Negativo 48 100,00 0 0,00 26,76 <0,001
Positivo 21 55,26 17 44,74

Em relacdo ao tempo de exposicdo dos contatos aos doentes parece nao estar
associado ao ELISA (p=0,739). A positividade foi semelhante entre os contatos de casos
indices paucibacilar e multibacilar permanecendo em torno de 13% (p=0,094). Também néo
foi observado associacdo quando separamos o0s contatos em relacdo a forma clinica dos seus
respectivos casos indices (p=0,101), ndo houve diferenca entre os tipos de contatos (p=0,108).
A positividade do exame parece também ndo estar relacionada ao grau de parentesco

(p=0,328). Contatos sem nenhuma cicatriz vacinal apresentaram resultados semelhantes aos
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que tem uma ou duas cicatrizes (p=0,169). E ainda, ndo houve diferenca em relagdo ao exame
dermatoneuroldgico (p=0,199). Os dados sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Associacdo do ELISA antiPGL-1 as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dos contatos.

ELISA Negativo Positivo
Variavel N % N % 12 p-valor
Tempo de exposi¢do (anos) n=694
<1 110 90,91 11 9,09 0,60 0,739
1-3 78 87,64 11 12,36
>3 431 89,05 53 10,95
Tratamento anterior n=1488
Nao 1280 88,58 165 11,42 0,96 0,326
Sim 36 83,72 7 16,28
Classificagdo Operacional do caso indice
n=1969
Paucibacilar 751 86,12 121 13,88 2,14 0,143
Multibacilar 969 88,33 128 11,67
Forma Clinica do caso indice n=1770
Indeterminado 128 88,89 16 11,11 9,01 0,108
Tuberculoide 331 84,65 60 15,35
Dimorfo-tubercul6ide 254 84,67 46 15,33
Dimorfo-dimorfo 590 88,72 75 11,28
Dimorfo-virchowiano 80 85,11 14 14,89
Virchowiano-virchowiano 161 91,48 15 8,52
Tipo de contato n=1921
Intradomiciliar 1182 86,78 180 13,22 7,59 0,108
Intradomiciliar-intimo 233 89,62 27 10,38
Extradomiciliar 162 84,38 30 15,63
Extradomiciliar-intimo 98 94,23 6 5,77
Grau de parentesco n=1700
1°grau 821 88,00 112 12,00 3,44 0,328
2° grau 293 86,69 45 13,31
Cdnjuge 248 91,18 24 8,82
Outros 136 86,62 21 13,38
Profilaxia BCG n=1944
0 337 88,92 42 11,08 3,54 0,169
1 1008 87,12 149 12,88
2 259 84,09 49 15,91
Exame dermatoneuroldgico n=1660
Sem alteragdo 1423 97,07 43 2,93 1,64 0,199
Com alteracdo 185 95,36 9 4,64

6.3.2 Relacdo do ML-Flow antiPGL-1 com as variaveis do estudo.

Do mesmo modo analisamos a associacdo dos resultados do ML-Flow antiPGL-1
as variaveis estudadas. A tabela 13 mostra as caracteristicas sociodemogréaficas e sua
associacdo ao ML-Flow. O maior nimero de casos positivos foi observado em pacientes do
género masculino (p=0,012). No entanto, foi semelhante em pacientes adultos e em menores
de 15 anos (p=0,862). Tal como ocorreu no exame ELISA a cidade de Imperatriz foi a que
apresentou maior nimero de casos positivos (p=0,003). Nao foi observada associacdo em

relacdo & quantidade de contatos (p=0,117), (Tabela 13).
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Tabela 13 - Associacdo do ML-Flow antiPGL-1 as caracteristicas sociodemogréaficas de casos
e contatos com MH.

Casos Contatos
ML-Flow Negativo Positivo Negativo Positivo
Variavel N % N % p- N % N % p-
valor valor
Sexo
Masculino 44 48,35 47 5165 6,29 0,012 249 89,89 28 10,11 2,82 0,093
Feminino 57 67,06 28 32,94 406 86,75 68 13,25
Idade (anos)
<15 15 62,50 9 3750 0,29 0,862 184 86,38 29 1362 0,83 0,661
15- 30 30 56,60 23 43,40 199 88,84 25 11,16
>30 56 56,57 43 43,43 260 88,74 33 11,26
Localidade
Acailandia 27 84,38 5 15,63 11,93 0,003 38 57,58 28 4242 67,75 <0,001
Imperatriz 51 50,00 51 50,00 511 89,65 59 10,35
S&o Luis 23 54,76 19 4524 106 97,25 3 2,75
NuUmero de
contatos
<1 1 3333 2 66,67 147" 0117 - - - - - -
1-3 5 71,43 2 28,57 - - - -
>3 11 91,67 1 8,33 - - - -

"Teste exato de Fisher

Nos contatos foi observado associacdo apenas em relacdo a localidade, onde
Acailandia foi o municipio que apresentou maior percentual de contatos positivos (p<0,001),
fato que ndo ocorreu nos ensaios por ELISA.

O resultado do ML-Flow parece estar associado ao tempo de doenca. Observou-se
que 0s casos positivos aumentaram de acordo com o tempo (p=0,035). N&o observou-se
diferenca de resultado entre os pacientes que ja haviam sido tratados anteriormente e 0s que
ndo o fizeram (p=0,417), (Tabela 14).

No que se refere a classificacdo operacional pacientes multibacilar tiveram maior
positividade ao exame (p<0,001), e esta associacdo se repetiu em relacdo a forma clinica,
cujos pacientes com a forma mais grave tiveram maior percentual de positividade (p<0,001).
Ao serem comparados com os resultados do ELISA, observou-se que pacientes paucibacilares
tiveram maior percentual de casos positivos no ML-Flow, no entanto essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p=0,212).

O resultado do ML-Flow ndo esta associado ao modo de entrada (p=0,669). Ao
ser considerado o numero de lesbes observou-se maior frequéncia de casos positivos em quem
possuia mais de cinco lesbes (p<0,001). Néo foi encontrado diferencas em relacdo ao nimero
de nervos acometidos (p=0,906), entretanto o ML-Flow parece estar associado ao grau de
incapacidade (p=0,012), de modo semelhante aos testes por ELISA.

Quanto ao numero de vacinas BCG, néo foi observado associacdo (p=0,696). Ja

em relacdo ao exame baciloscOpico observou-se uma associagdo significativa. Somente 0s
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pacientes com baciloscopia positiva tiveram resultado positivo ao ML-Flow (p=0,004). Os

resultados sdo mostrados na tabela 14.

Tabela 14 - Associa¢do do ML-Flow antiPGL-1 as caracteristicas clinicas dos

Casos.
ML-Flow Negativo Positivo
Variéavel N % N % x? p-valor
Tempo de Doenga (anos) n=70
<1 30 75,00 10 25,00 4,42 0,035
1-3 12 54,54 10 45,46
>3 5 45,46 6 54,54
Classificacdo Operacional n=175
Paucibacilar 78 71,56 31 28,44 24,53 <0,001
Multibacilar 22 33,33 44 66,67
Forma Clinica n=175
Indeterminado 22 88,00 3 12,00 39,14 <0,001
Tuberculoide 33 76,74 10 23,26
Dimorfo-tubercul6ide 22 44,00 28 56,00
Dimorfo-dimorfo 18 56,25 14 43,75
Dimorfo-virchowiano 2 16,67 10 83,33
Virchowiano-virchowiano 3 23,08 10 76,92
Modo de Entrada n=170
Caso novo 95 57,93 69 42,07 0,18 0,669
Recidiva 4 66,67 2 33,33
Grau de Incapacidade n=152
Grau 0 63 63,00 37 37,00 8,72 0,012
Grau | 14 35,90 25 64,10
Grau Il 6 46,15 7 53,85
Profilaxia BCG n=169
0 53 55,21 43 44,79 0,72 0,696
1 38 61,29 24 38,71
2 7 63,64 4 36,36
Baciloscopia n=45
Negativo 20 100,00 0 0,00 8,10" 0,004
Positivo 15 60,00 10 40,00

T Qui-quadrado com correcéo de Yates

Contatos com mais de 3 anos de exposi¢cdo aos doentes apresentaram maior

positividade ao exame (p<0,001). As demais variaveis ndo mostraram nenhuma associa¢do ao

ML-Flow antiPGL-1 (Tabela 15).
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Tabela 15 - Associacdo do ML-Flow antiPGL-1 as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dos contatos.

Negativo Positivo
Variavel N % N % x? p-valor
Tempo de exposi¢do (anos) n=150
<1 54 100,00 0 0,00 28,75 <0,001
1-3 26 96,30 1 3,70
>3 46 66,67 23 33,33
Tratamento anterior n=622
N&o 519 86,36 82 13,64 0,49 0,481
Sim 17 80,95 4 19,05
Classificagcdo Operacional do caso
indice n=724
Paucibacilar 288 87,01 43 12,99 0,28 0,600
Multibacilar 347 88,30 46 11,70
Forma Clinica do caso indice n=618
Indeterminado 72 80,90 17 19,10 6,62 0,250
Tuberculéide 91 87,50 13 12,50
Dimorfo-tuberculoide 111 87,40 16 12,60
Dimorfo-dimorfo 161 84,74 29 15,26
Dimorfo-virchowiano 43 91,49 4 8,51
Virchowiano-virchowiano 57 93,44 4 6,56
Tipo de contato n=714
Intradomiciliar 486 88,04 66 11,96 0,93 0,836
Intradomiciliar-intimo 81 90,00 9 10,00
Extradomiciliar 45 84,91 8 15,09
Extradomiciliar-intimo 16 88,89 2 11,11
Grau de parentesco n=735
1°grau 367 88,86 46 11,14 1,54 0,672
2°grau 115 87,12 17 12,88
Conjuge 108 88,52 14 11,48
Outros 57 83,82 11 16,18
Profilaxia BCG n=725
0 131 87,92 18 12,08 0,01 0,993
1 365 87,74 51 12,06
2 140 87,50 20 12,50
Exame dermatoneurolégico n=722
Sem alteragdo 613 96,84 20 3,16 1,41 0,235
Com alteracdo 84 94,38 5 5,62

6.3.3 Concordancia dos testes diagnosticos

Na tabela 16 € apresentado a analise de concordancia entres os testes ELISA e
ML-Flow para detec¢do de IgM antiPGL-1. Observou-se um indice Kappa de 0,423, sendo
essa concordancia considerada moderada, porém significativa (p<0,001). Do total de 909
amostras 146 (16,06%) divergiram no resultado.



Tabela 16 - Concordancia entre os resultados dos testes ELISA e ML-Flow para

deteccdo de IgM antiPGL-1.
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ELISA antiPGL-1 indice
Testes Negativo Positivo Total Kappa
Resultados
N % N % N % (k)
ML-Flow Negativo 684 75,25 79 8,69 763 83,94 0,423
antiPGL-1 Positivo 67 7,37 79 8,69 146 16,06 SE=0,040
Total 751 82,62 158 17,38 909 100,00 p<0,001

6.3.4 Relagdo das citocinas com a classificacéo clinica

As citocinas foram avaliadas quanto a sua distribuicdo em relacdo as
classificacBes clinicas apresentadas. A figura 5 mostra a concentragdo sérica de citocinas em
relacdo a classificacdo operacional. Observou-se que os casos multibacilares e os contatos
tiveram maior concentracdo de IL-6, quando comparado ao controle (p=0,002). A
concentracdo de IL-17 mostrou-se elevada em todos os grupos estudados em relacdo ao
controle (p=0,011). As demais citocinas ndo apresentaram diferenca estatistica. E embora a
média da concentracdo de TGF-B1 tenha sido menor que o controle, essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa.

Quando analisamos a concentracdo das citocinas segundo a forma clinica,
constatou-se que IL-6 foi significativamente maior nas formas dimorfas (p=0,015). A
concentracdo de IL-17A ndo foi estatisticamente significativa em nenhuma das formas
clinicas (p>0,05). Pacientes com a forma tubercul6ide a forma virchowiana-virchowiana
apresentaram um reducdo gradual da concentracdo de TGF-B1, sendo que a forma
virchowiana-virchowiana apresentou uma reducao significativa em relacdo ao controle e a
forma indeterminada (p=0,010) (Figura 6). As demais citocinas ndo apresentaram diferenca
estatistica. Essa diferenca também ndo foi observada nos contatos, quando distribuidos

segundo a forma clinica do caso (dados ndo mostrados).
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Figura 5 - Distribuicdo da concentracdo de citocinas (pg/mL), segundo a classificacéo
operacional. Foram analisadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL17A, IFN-y, TGF-B1 e
TNF. Os dados foram expressos como a média + erro padrdo dos grupos Controle (n=16),
PB= paucibacilar (n=124), MB= multibacilar (n=103), cPB= contato de paucibacilar (n=76) e
cMB= contato de multibacilar (n=87). Para 0 TGF-B1 os dados foram expressos como a
média + desvio padrdo dos grupos Controle (n=12), PB (n=50), MB (n=47), cPB (n=36) e
cMB (n=42). Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn. Para o TGF-B1, teste
ANOVA, pos-teste de Tukey.
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Figura 6 - Distribuicdo da concentracdo de citocinas (pg/mL) segundo a forma clinica.
Foram analisadas as citocinas IL-6, IL-17A e TGF-B1. Os dados foram expressos como a
média £ erro padrdo dos gurpos Controle (n=16), I= indeterminado (n=23), T= tuberculdide
(n=43), DT= dimorfo-tuberculéide (n=52), DD= dimorfo-dimorfo (n=58), DV= dimorfo-
virchowiano (n=27) e VV= virchowiano-virchowiano (n=23). Para 0 TGF-B1 os dados foram
expressos como a média * desvio padrdo dos grupos Controle (n=12), | (n=11), T (n=17), DT
(n=20), DD (n=21), DV (n=15) e VV (n=12). Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, pds-teste
de Dunn. Para TGF-B1, teste ANOVA, pos-teste Tukey.
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Observou-se ainda que a concentragdo de I1L-6 e IL-17A, foi maior principalmente

nos individuos que ndo possuiam cicatriz vacinal como mostra a figura 7.
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Figura 7 - Distribuicdo da concentracdo de citocinas (pg/mL), segundo o namero de
cicatriz vacinal nos casos e contatos. Foram analisadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL17A, IFN-y, TGF-B1 e TNF. Os dados foram expressos como a média + erro padrdo dos
grupos Controle (n=16), Casos 0= nenhuma cicatriz (n=115), Casos 1= uma cicatriz (n=93),
Casos 2= duas cicatrizes (n=10), Contatos 0 (n=34), Contatos 1 (n=88) e Contatos 2 (n=33).
Para 0 TGF-B1 os dados foram expressos como a média = desvio padrdo dos grupos Controle
(n=12), Casos 0 (n=45), Casos 1 (n=45), Casos 2 (n=3), Contatos 0 (n=22), Contatos 1 (n=45)
e Contatos 2 (n=11). Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn. Para o0 TGF-B1,
teste ANOVA, pobs-teste de Tukey.
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Buscou-se também, analisar se haveria correlacdo entre as citocinas de acordo
com a classificagdo operacional dos casos estudados. Em quase todas as citocinas observou-se
uma correlacdo positiva significativa, exceto para o0 TGF-p, que embora, algumas vezes, tenha

apresentado correlacdo negativa, esta nao foi significativa, como mostra a tabela 17.

Tabela 17 - Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) para a concentragdes de
citocinas entre os pacientes paucibacilar, multibacilar e contatos.

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17A TNF IFN-y

Paucibacilar
(n=124)

1L-4 0,32** -

IL-6 0,34** 0,41** -

IL-10 0,50** 0,42** 0,51** -

IL-17A 0,33** 0,53** 0,47** 0,53** -

TNF 0,42** 0,38** 0,41** 0,42** 0,40** -

IFN-y 0,27** 0,51** 0,47** 0,34** 0,42** 0,35** -

TGF-p1’ -0,26 -0,22 -0,06 -0,20 -0,26 -0,18 -0,10
Multibacilar
(n=103)

1L-4 0,12 -

IL-6 0,32** 0,40** -

IL-10 0,42** 0,42** 0,61** -

IL-17A 0,33** 0,67** 0,44** 0,54** -

TNF 0,55** 0,13 0,33** 0,36** 0,49** -

IFN-y 0,39** 0,52** 0,53** 0,52** 0,66** 0,63** -

TGF-p1’ 0,06 0,04 -0,07 0,03 0,17 0,16 0,14
Contatos
(n=163)

1L-4 0,29** -

IL-6 0,15 0,35** -

IL-10 0,46** 0,45** 0,40** -

IL-17A 0,37** 0,48** 0,43** 0,45** -

TNF 0,26** 0,34** 0,48** 0,41** 0,46** -

IFN-y 0,39** 0,55** 0,38** 0,49** 0,57** 0,46** -

TGF-p1* 0,01 0,05 0,13 -0,03 0,04 0,15 -0,11

+Grupo paucibacilar (n=50), multibacilar (n=47) e contatos (n=78). * p<0,05 **p<0,001

6.3.5 Relacao das quimiocinas com a classificacao clinica

As quimiocinas também foram avaliadas em casos e contatos quanto a
distribuicdo em relacdo a classificacdo operacional (Figura 8), forma clinica dos casos (Figura
9) e vacinagédo por BCG (Figura 10).

Observou-se que CXCL8 mostrou-se elevada entre o0s contatos, quando
comparados ao controle e ao grupo de doentes, principalmente entre aqueles que néao
possuiam cicatriz vacinal por BCG (p<0,0001) (Figuras 9 e 10). As quimiocinas CXCL9 e
CXCL10 apresentaram-se mais elevada em pacientes multibacilares do que no demais grupos

(p<0,0001) (Figura 8). Essa diferenca dos multibacilares foi observada com mais detalhes nas
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formas clinicas dimorfo-virchowiano e virchowiano-virchowiano (p<0,001) (Figura 9). As

demais quimiocinas ndo apresentaram diferencas significativas quanto a forma clinica (dados

ndo mostrados). CXCL9 e CXCL10 mostraram-se elevadas entre os doentes, mesmo naqueles

com ou sem cicatriz vacinal, quando comparados ao controle (p<0,002) (Figura 10).
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Figura 8 - Distribuicdo da concentragdo de quimiocinas (pg/mL), segundo a classificacédo
operacional. Foram analisadas as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10.
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo dos grupos Controle (n=10) PB=
paucibacilar (n=38), MB= multibacilar (n=41), cPB= contato de paucibacilar (n=27) e cMB=
contato de multibacilar (n=28). Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn.
p<0,0001 em relagdo ao controle e demais grupos.
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Figura 9 - Distribuicdo da concentracdo de quimiocinas (pg/mL) segundo a forma
clinica. Foram analisadas as quimiocinas CXCL9 e CXCL10. Os dados foram expresso como
a média = erro padrdo dos grupos Controle (n=10), I= indeterminado (n=6), T= tuberculdide
(n=12), DT= dimorfo-tuberculdide (n=19), DD= dimorfo-dimorfo (n=21), DV= dimorfo-
virchowiano (n=11) e VV= virchowiano-vichowiano (n=9). Foi aplicado o teste Kruskal-
Wallis, pos-teste de Dunn. p<0,0001 em relacdo aos grupos Controle, I e T.
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Figura 10 - Distribuicdo da concentracdo de quimiocinas (pg/mL), segundo o nimero de
cicatriz vacinal dos casos e contatos. Foram analisadas as quimiocinas CCL2, CCLS5,
CXCL8, CXCL9 e CXCL10. Os dados foram expresso como a média = erro padrdo dos
grupos Controle (n=10), Casos 0= nenhuma cicatriz (n=35), Casos 1= uma cicatriz (n=40),
Casos 2= duas cicatrizes (n=3), Contatos 0 (n=15), Contatos 1 (h=31) e Contatos 2 (n=9).
Teste Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn. p<0,05 em relacéo ao grupo Controle.

Em relacdo a correlacdo entre as quimiocinas, observamos uma correlacao
positiva entre CXCL9 e CXCL10 em paucibacilares, multibacilares e contatos (p<0,001).
Uma correlacdo positiva também foi observada entre CCL5 e CXCL8 em pacientes
paucibacilar (p<0,05). Houve ainda correlacdo positiva entre CCL2 e CXCL9 em
paucibacilares e contatos, e CCL2 e CXCL10 em contatos somente (p<0,05), tabela 18.

Também correlacionamos as quimiocinas com as citocinas de pacientes

paucibacilar, multibacilar e contatos (Tabela 19). Observou-se correlagdo entre CCL2 e IL-10,
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negativa para os paucibacilares e positiva nos multibacilares (p<0,05). Entre os paucibacilares
foi observada ainda correlagdo positiva entre CCL5 e TGF-B1, e entre CCL10 e IL-2
(p<0,05). Ja no multibacilares a correlacédo foi positiva entre CXCL8 e IL-10, e negativa entre
CXCL9 e IFN-y (p<0,05). Entre os contatos apenas CXCLS8 apresentou correlacao, sendo
positiva para IL-6 (p<0,001) e negativa para IFN-y (p<0,05).
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Tabela 18 - Coeficiente de correlacdo de Spearman (r)
da concentracdo de quimiocinas em pacientes
paucibacilar e multibacilar.

CCL2 CCL5 CXCL8 CXCL9

Paucibacilar
(n=38)

CCL5 -0,04 -

CXCLS8 0,11 0,41* -

CXCL9 0,40* -0,23 0,01 -

CXCL10 0,27 -0,11 0,16 0,85**
Multibacilar
(n=41)

CCL5 -0,11 -

CXCLS8 -0,12 -0,10 -

CXCL9 0,13 0,05 -0,06 -

CXCL10 0,13 -0,06 -0,06 0,77**
Contatos
(n=55)

CCL5 -0,03 -

CXCL8 0,07 0,05 -

CXCL9 0,27* -0,02 -0,22 -

CXCL10 0,26* -0,08 -0,14 0,77**

* p<0,05 **p<0,001

Tabela 19 - Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) da
concentracdo de citocinas e quimiocinas em pacientes
paucibacilar, multibacilar e contatos.

CCL2 CCL5 CXCLS8 CXCL9 CXCL10

Paucibacilar

(n=38)
IL-2 -0,08 -0,12 0,09 0,26 0,43*
IL-4 0,02 -0,16 -0,21 0,14 0,04
IL-6 -0,05 0,23 0,17 -0,10 -0,06
IL-10 -0,38* 0,00 -0,18 -0,03 0,00
1L-17A -0,28 -0,06 -0,21 -0,10 -0,08
TNF -0,09 -0,14 0,27 0,18 0,18
IFN-y -0,24 0,00 -0,22 -0,09 -0,13
TGF-g1 -0,13 0,32* 0,17 -0,21 -0,20

Multibacilar

(n=41)
IL-2 0,23 0,16 0,05 0,02 0,00
IL-4 0,09 0,29 -0,19 -0,12 -0,03
IL-6 0,17 -0,05 0,39* -0,05 0,10
1L-10 0,38* 0,11 0,03 -0,05 0,10
1L-17A -0,12 0,09 -0,15 -0,14 -0,08
TNF -0,05 -0,12 0,05 -0,29 -0,21
IFN-y 0,05 0,01 0,06 -0,36* -0,12
TGF-p1 -0,02 0,00 -0,09 0,12 -0,01

Contatos

(n=55)
IL-2 0,04 0,00 -0,17 -0,02 0,00
IL-4 0,05 0,08 -0,13 0,02 -0,09
IL-6 0,10 0,08 0,568** 0,05 0,11
1L-10 0,22 -0,16 -0,17 0,02 0,02
IL-17A -0,22 0,00 -0,02 -0,13 -0,09
TNF -0,10 0,02 0,21 -0,05 0,08
IFN-y 0,17 0,00 -0,31* 0,15 0,13
TGF-p1 0,21 0,05 0,12 -0,10 -0,04

* p<0,05 **p<0,001
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7 DISCUSSAO

7.1 Caracterizacdo clinico-epidemioldgica

Os dados relativos aos aspectos clinicos e epidemioldgicos da populacao estudada
sustentam a condicdo de alta endemicidade da hanseniase no estado do Maranhdo. Os
pacientes de nosso estudo sdo provenientes de uma area considerada hiperendémica, ou seja,
com CD anual de casos novos superior a 40/100.000 habitantes segundo os critérios do
Ministério da Saude (BRASIL, 2005). Esse quadro reflete a necessidade urgente de medidas
de controle que possam reduzir a prevaléncia da endemia na regido. O maior nimero de casos
¢ proveniente do municipio de Imperatriz, como resultado de intensas campanhas realizadas
naquela localidade, com grande adesdo da populacdo. Embora Acailandia tenha a menor
quantidade de casos estudados, esse numero ainda representa uma alta incidéncia diante de
uma populacdo total de 104.047 habitantes.

As duas cidades, Acailandia e Imperatriz, possuem um dos maiores CD de casos
novos no Estado (BRASIL, 2014). Acredita-se, no entanto, que haja ainda uma subnotificacdo
de dados. Devido a grande extensdo territorial desses municipios, muitos casos da doenca
deixam de ser diagnosticados devido as dificuldades econdmicas e acessibilidade geografica
gue os pacientes enfrentam para chegar aos centros de atendimento a saude. Barreiras
geogréficas constituem um dos fatores que contribuem para a busca tardia aos servigos de
salde (OLIVEIRA et al., 2012; GARCIA-SUBIRATS et al., 2014). Acailandia é, das
localidades estudadas, a que apresenta menor IDH (PNUD, 2013).

As caracteristicas epidemioldgicas desses pacientes assemelham-se a de outros
estudos realizados na mesma regido, como o de Aquino et al. (2003) no municipio de
Buriticupu - MA. O maior numero de casos do género masculino corrobora com dados
assinalados em estudos anteriores (JINDAL et al., 2009; MIRANZI et al., 2010; SOUSA et
al.,, 2012; SCHEELBEEK et al., 2013). Segundo WHO (2014), na maioria dos paises
endémicos de MH, os homens sdo duas vezes mais afetados que as mulheres. Porém, essa
predominancia ndo é universal, pois existem regides, particularmente na Africa, onde a
ocorréncia de MH é igual em ambos o0s sexos ou, ocasionalmente, ocorre uma alta prevaléncia
entre mulheres.

A predominancia de pacientes do género masculino no Maranhdo, ja foi descrita
por outros autores (AQUINO et al., 2003; CORREA et al., 2012). Porém, segundo os estudos

de Figueiredo e Silva (2003) e Silva et al. (2012), essa diferenca vem diminuindo ao longo
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dos anos. No ano de 2013, houve no Estado uma relacdo de 1,3 pacientes do género
masculino para cada 1 do feminino (BRASIL, 2014). O género, no entanto, parece que ndo €
um parametro que modula o risco de desenvolver a doenca, ou seja, a predominancia do
género masculino dentre os enfermos deve-se a diferencas no tipo de exposicdo (SALES et
al., 2011). Acredita-se, portanto, que o estilo de vida e atividade laboral aportariam maior
contribuigéo para o desenvolvimento da doenga (MOET et al., 2004).

Em nosso estudo os casos de MH foi, em sua maioria, constituido por jovens e
adultos. Esses dados se assemelham aos citados na literatura, uma vez que a idade constitui
um fator de risco para a doenca. O risco de adoecer aumenta de acordo com a idade, a partir
da adolescéncia, até os 40 anos, em média (BRITTON e LOCKWOOD, 2004; MOET et al.,
2004; 2006; DESSUNTI et al., 2008). Isso significa que a populacdo economicamente ativa é
a parcela mais afetada, podendo isso gerar um impacto negativo sobre a economia do Estado,
uma vez que essa populacdo pode desenvolver incapacidade fisica ou estado reacional
relacionados ao MH, que podera remové-los da atividade produtiva (MIRANZI et al., 2010).

Apesar do predominio da hanseniase em adultos, observamos que 11% dos casos
ocorreram em menores de 15 anos, 0 que sugere uma transmissdo nos primeiros anos de vida.
O CD nessa faixa etaria no Maranh&o ¢é considerado hiperendémico pelo Ministério da Salde
(BRASIL, 2013). Atualmente, a taxa de deteccdo em menores de 15 é considerado o principal
indicador para o controle da doenga. O numero de casos detectados na idade infantil reflete
endemicidade da doenca, assim como a ineficiéncia das politicas de saude publica
(IMBIRIBA et al., 2008).

Sabe-se que a transmissdo do MH ocorre principalmente através do contato direto.
Os bacilos sao eliminados em especial pelas vias aéreas superiores de pacientes multibacilares
sem tratamento (BRITTON e LOCKWOOD, 2004). Neste estudo, 46% dos casos conviviam
com mais de trés pessoas, com uma média de 4,3 contatos por paciente, 0 que se aproxima da
média quatro, observada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2002). O grande numero de
pessoas convivendo no mesmo ambiente (mais de trés), aumentam as chances de
adoecimento, em cinco a oito vezes, em familias com um caso da doenca (FINE et al., 1997;
SALES etal., 2011).

Em quase 80% dos casos do nosso estudo ndo foi registrado o nimero contatos.
Apesar de ndo ser de preenchimento obrigatério para a entrada de dados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN do Ministério da Saude, o nimero de

contatos € recomendado para analise epidemioldgica e operacional (BRASIL, 2010b). Essa
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talvez seja uma das razdes pelo grande numero de informacgdes ignoradas, ndo sendo dada a
devida importancia ao preenchimento dessa variavel. Além do nimero de contatos, outros
indicadores tiveram o preenchimento por vezes ignorado. Em algumas situacdes, ndo foi
encontrado descrito nos prontuarios a forma clinica do paciente, ou ainda a classificacao
operacional. Problemas com a completude de dados em programas de controle da hanseniase
ja foram descritos por De Aquino et al. (2003) e Sousa et al. (2012), que classificaram como
precarios varios indicadores avaliados.

O predominio do diagnostico da forma PB com 65,5% dos casos registrados,
foram similares ao encontrado no estudo realizado por Silva et al. (2012). No entanto, 0s
registros do SINAN mostram um cenario diferente no Estado, com maior nimero de casos
MB (BRASIL, 2014). Aquino et al. (2003) e Corréa et al. (2012), também reportaram
maiores casos MB com percentual de 50,7 e 72,9 respectivamente. Essa divergéncia pode ser
explicada pelas Campanhas de Prevencdo da Hanseniase realizadas pelo grupo de pesquisa,
que ao oferecer suporte para o deslocamento de familias com casos suspeitos a Unidade de
Saude, favoreceu maior adesdo de pacientes, entre eles aqueles em que a doenca ainda nao
havia se agravado.

Observou-se um predominio do género feminino entre os PB (54%), e masculino
entre os MB (66%), aspectos também visualizados por Stefani et al. (2012). Esses dados
sugerem que os homens demoram mais para procurar o servi¢o de salde quando surgem as
primeiras manifestacdes da doenca, enquanto a mulher é mais cuidadosa com a saude e
procura cuidados médicos com mais frequéncia. Razdo pela qual os homens acabam sendo
mais acometidos pela forma mais grave da doenca.

Na classificacdo feita de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966), a
maioria dos casos apresentaram as formas intermediarias da doenca. O grande nimero de
casos de MH no grupo dimorfo levanta davidas no que diz respeito a adequacdo do processo
de diagnostico precoce. A forma intermediaria da doenca parece persistente no Estado nos
ultimos dez anos, como ja demonstrado por outros autores (AQUINO et al., 2003; MURTO et
al., 2013; BRASIL, 2014). E essa também é a forma clinica predominante em outras regifes
onde a doenca é hiperendémica no mundo (JINDAL et al., 2009; GHAYAS et al., 2013).

Sabe-se da importancia do diagnostico da forma indeterminada para a eficacia do
tratamento, pois o paciente apresenta poucos bacilos, ndo funcionando como fonte de infeccdo
(ALENCAR et al., 2012). Embora a cobertura dos servigos de saude para deteccdo de casos

novos tenha melhorado no Maranhdo, o nimero de casos com a forma indeterminada ainda
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tem sido muito baixo (BRASIL, 2014). Em nosso estudo, somente 10% dos casos foram
diagnosticados com essa forma clinica da doenga, semelhante ao descrito por Silva et al.
2012. Porém, Duarte-Cunha et al. (2012), em estudo realizado em Duque de Caxias - RJ,
regido de alta endemicidade da doenca, observou um aumento na detec¢do de casos com a
forma indeterminada, de 10% para 18%, entre os anos de 1998 a 2006, resultado de melhorias
do acesso aos servicos de assisténcia priméria a satde, ocorrido no mesmo periodo.

A presenca de formas tardias reflete uma demora no diagndstico precoce da
doenca, sendo este imprescindivel para a cura e quebra da cadeia de transmissdo (TALHARI,
1994; BRASIL, 2002). Observamos em nosso estudo que 42% dos pacientes levaram mais
que 12 meses evoluindo com sinais e sintomas de MH, sem que tenha sido realizado o
diagnostico. De Rojas et al. (1994) considera um diagnostico tardio quando o tempo entre o
aparecimento dos sinais e sintomas e a definicdo do diagndstico da doenca excede 12 meses.
Dados da literatura apontam percentuais que variam de 32% a 45% para diagnosticos
realizados em tempo inferior a um ano (DA SILVA SOUZA e BACHA, 2003; GUERRERO
et al., 2013). No entanto, nossos dados revelaram a capacidade de diagnostico um pouco
superior, em 57,67%. Pimentel et al. (2002) demonstrou que o retardo no diagndstico por
mais de um ano influencia na ocorréncia de incapacidades no exame inicial.

O tratamento da doenca no inicio evita a polarizagdo para formas que apresentam
potencial incapacitante (TALHARI, 1994). O tratamento de nossos pacientes seguiu as
recomendacdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2002), considerando a classificacdo
operacional da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2000). Assim, 64% dos casos
receberam tratamento poliquimioterapico em 6 doses. Sabe-se que a primeira dose é suficiente
para eliminar o 99% do bacilo (VIJAYAKUMARAN, 1996). Em virtude disso, ja existe
proposta de reducdo para dose Unica como alternativa de tratamento a pacientes PB
(MANICKAM et al., 2012). Um pequeno nimero de 3% de nossos casos receberam terapia
com 24 doses. Esse longo tratamento tem sido utilizado em casos MB com elevado indice
baciloscépico no diagndéstico ou na alta (AVELLEIRA et al., 2003). Entretanto, acredita-se
ndo haver diferencas na eficacia do tratamento entre 12 e 24 doses (SALES et al., 2007).

O tratamento inadequado ou irregular podem ocasionar casos de recidiva da
doenca (KAIMAL e THAPPA, 2009). Em nosso estudo 2,3% dos pacientes foram
diagnosticados com recidiva, a maioria da forma MB. Considera-se como caso de recidiva na
hanseniase o0 paciente que, tratado regularmente pelos esquemas oficiais vigentes no pais,

recebe alta por cura e apds um periodo de incubacdo variavel, passa a apresentar sinais e
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sintomas de atividade da doenca (BRASIL, 2002). O diagnéstico precoce, assim com 0
tratamento regular tém se constituido como um dos principais desafios para o controle da
doenca (WHO, 2005). Sousa et al. (2013) em estudo realizado em Unidades Basicas de Saude
de Imperatriz - MA, observou que 40% dos pacientes faltaram ao menos uma vez ao
tratamento e outros 4,8% abandonaram. Nossos dados ndo permitiram inferir os motivos
associados a recidiva dos pacientes. Outros fatores relacionados ao desenvolvimento da
recidiva podem dever-se a persisténcia ou resisténcia do bacilo, a imunossupressdo, gravidez,
formas virchowianas avancadas do hospedeiro, a endemicidade do meio (reinfeccdo) e ao
diagndstico tardio e erro de classificacdo (DINIZ et al., 2009; KAIMAL e THAPPA, 2009).

A lesdo do nervo provoca alteracbes de sensibilidade e motora, levando a
diferentes graus de deficiéncia fisica que podem afetar a vida social e econdmica dos
pacientes, resultando em sua estigmatizacdo e discriminacdo (LUSTOSA et al., 2011). Nesse
estudo, constatou-se que 35,51% dos nossos pacientes apresentavam algum grau de
incapacidade fisica no inicio do tratamento, sendo o grau do tipo 1 o mais frequente. No
entanto, em 36% dos casos ndo foi notificado o grau de incapacidade. Ao compararmos 0 com
0 de outros estudos, observou-se que o percentual foi semelhante ao encontrado por Guerrero
et al. (2013), na qual o relato de incapacidade foi de 35,1%.

Além disso, o grau de incapacitantes foi maior nos pacientes MB. Atencédo
especial deve ser dada a este fato, ja que os casos multibacilares tém 65% de chances de
desenvolver deformidades quando ja apresentam funcéo neuroldgica alterada no momento do
diagnostico (ARANTES et al., 2010). Esses dados sdo semelhantes aos registrados em nivel
estadual e nacional (BRASIL, 2014), e ndo deixam de refletir uma demora no diagndstico
desses pacientes.

Embora a OMS recomende o monitoramento apenas de casos com grau de
incapacidade 2 (WHO, 2005), é importante dar atencdo também aos casos com grau 1, para
que recebam tratamento adequado e resolvam as deformidades incipientes. Em um estudo de
coorte realizado entre 1993 e 2003, em Belo Horizonte - MG, onde foi comparado o grau de
incapacidade na admissdo e na alta, observou-se que 43,2% das incapacidades de grau 1
poderiam ser revertidas, contra 21,3% de grau 2 (GONCALVES et al., 2009). Isso confirma a
importancia e a necessidade de fortalecer as agdes e politicas de apoio ao diagndstico precoce
da hanseniase, bem como o monitoramento adequado dos casos com grau de incapacidade 1.

A avaliacédo e o registro da incapacidade sdo, portanto, essenciais para prevenir e/ou evitar a
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instalagdo de incapacidades ap6s a alta, bem como para a producdo de dados que permitam a
avaliacdo do programa, sendo fundamentais para o sucesso do mesmo (BRASIL, 2002).

Apesar da vacinacdo BCG ser uma recomendacdo do Ministério da Salde
(BRASIL, 2010a), nosso estudo encontrou que cerca de metade dos casos ndo eram
imunizados, principalmente entre os MB. Corréa et al. (2012), em estudo realizado na mesma
regido, observou que 83,5% dos casos ndo possuiam cicatriz vacinal. Esse alto percentual de
auséncia da cicatriz vacinal em doentes também foi relatado por Kerr-Pontes et al. (2006), no
Estado do Ceara. Somente 6% dos pacientes estudados apresentavam as duas cicatrizes,
indicando que cobertura vacinal pelo BCG nesta populacdo foi muito baixa. Diversos estudos
ja demonstraram a eficacia da vacina BCG na imunoprofilaxia e imunoterapia da hanseniase
(ZODPEY et al., 2005; KERR-PONTES et al., 2006; ZODPEY, 2007; OFOSU e BONSU,
2010).

Observamos ainda em nossos dados que 46% dos diagnosticos foram feitos
através da demanda espontanea, ou seja, a populacdo que procura o servigo de satde, também
observado por Lana et al. (2003). Os encaminhamentos foram responsaveis por 45% dos
diagnosticos e os exames coletivos por 0,8%, valor muito baixo, assim como observado no
estudo de Miranzi et al. (2010), em Uberaba - MG. Cerca de 6% foram diagnosticados através
do exame de contatos. Esses individuos, em sua grande maioria, eram contatos
intradomiciliares e mantinham lagos de consanguinidade com o caso indice. Através do
exame de contatos De Matos (1999) verificou que 11% dos analisados ja eram doentes no
primeiro exame o que demonstra a importancia desta medida para a predicdo de MH, evitando
a progressao da doenca para estagios mais graves.

Com relacdo a baciloscopia no diagnésitico, das 86 que foram realizadas, 20%
apresentaram positividade. Resultado semelhante foi encontrado por Imbiriba et al. (2008),
onde entre 318 exames realizados 18% foram positivos. O percentual de casos positivos
correspondeu a 43% dos casos MB estudados. A baciloscopia pode ser utilizada como exame
complementar para a classificagdo dos casos em PB e MB, onde a baciloscopia positiva indica
hanseniase multibacilar, independentemente do numero de lesdes (BRASIL, 2005).

A caracterizacdo epidemioldgica dos contatos também é de fundamental
importancia para o planejamento de estratégias eficazes que visem o controle e erradicagédo da
hanseniase. O contato prolongado de pacientes com individuos sadios, principalmente os
familiares, torna-os um grupo de risco para o desenvolvimento do MH, uma vez que a

exposicao ao bacilo é o estagio que precede a infeccdo (BAKKER et al., 2006; SARNO et al.,



71

2012). Entretanto, alguns autores sustentam que a transmissé@o ndo ocorre unicamente pela
exposicao dos individuos sadios aos pacientes com manifestagdes clinicas, pois os infectados
subclinicos também estdo envolvidos na transmissdo da doenca, constituindo uma das
principais rotas (GOULART et al., 2008).

A maioria dos contatos pertencia ao género feminino, a uma razdo de 1,5
mulheres para cada homem. Esta predominancia € relatada na literatura (VIEIRA et al., 2008;
LEITE et al., 2009), mas em outros estudos, a ndo existéncia de diferenca entre os géneros
também é citada (ANDRADE et al., 2008; DURAES et al., 2010). A maior procura das
mulheres aos servigos de salde e a maior frequéncia de doentes do género masculino
justificam a predominancia deste género dentre os contatos, pois as mulheres (esposas, filhas
ou maes dos pacientes) acabam sendo as mais expostas aos doentes durante o convivio
familiar, que foi o tipo mais observado neste estudo.

Os contatos de pacientes com MH, em sua maioria, estavam na idade adulta,
semelhante ao relatado na literatura, onde predominam contatos na faixa etaria acima dos 20
anos (DESSUNTI et al., 2008; VIEIRA et al., 2008; LEITE et al., 2009; MARTINEZ et al.,
2011; SALES et al., 2011). Moet et al. (2006) verificaram que existe um aumento do risco
para desenvolver o MH a partir de 5 a 15 anos de idade, atingindo um pico entre os 15 e 20
anos de idade, e que volta a aumentar gradualmente depois dos 30 anos de idade. Sendo
assim, a idade observada nos contatos de nosso estudo aponta uma realidade preocupante,
pois a faixa etaria predominante constitui 0 grupo com maior risco de desenvolver a doenca.
Além disso, é nesta faixa etaria que os individuos estdo em idade economicamente ativa,
havendo assim maiores relacGes sociais e afetivas, maior contato com pessoas no seu
cotidiano, 0 que acaba contribuindo com a transmissdo da doenca, caso 0S mesmos sejam
portadores de infeccdo subclinica.

Um dado preocupante revelado pela caracterizacdo epidemioldgica é a alta
frequéncia de contatos em idade infantil, que constituiram o segundo grupo mais frequente.
Neste quadro, a exposicdo precoce ao bacilo aumenta a probabilidade de adoecimento. Por
isso, faz-se necessario 0 acompanhamento destes contatos para possiveis intervengdes nos
estagios iniciais de infec¢do, visando assim a diminuicdo dos indices de MH em criangas
nestas localidades.

A maioria era contato de casos MB e da forma clinica dimorfa. J& esta bem
estabelecido que o risco de desenvolver a doenga € maior em contatos de pacientes MB, do

gue em contatos de pacientes PB, e estes por sua vez maior entre os ndo contatos (FINE et al.,
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1997; DE MATOS et al., 1999). A predominancia dos contatos de pacientes multibacilares
neste estudo pode ser explicada, provavelmente, pela maior procura por atendimento destes
contatos como forma de prevencdo, uma vez que estes observaram nos casos indices as piores
manifestacdes clinicas da doenca (incapacidades e/ou deformidades).

Em nosso estudo, a avaliacdo do local de convivio do contato com o caso indice
evidenciou maior propor¢do de convivio intradomiciliar e intradomiciliar-intimo. Este fato
pode ser justificado pelos critérios estabelecidos para o exame de contatos, onde os individuos
referidos pelo paciente como tendo contato didrio ou esporadico foram convocados para
comparecer ao exame médico. Sales et al. (2011) verificaram que contatos que habitavam no
mesmo domicilio com o caso indice apresentaram cerca de 2 vezes mais risco de adoecimento
do que os que ndo habitavam.

Dentre os diferentes tipos de parentesco dos contatos com seus respectivos casos
indices destacaram-se os de primeiro grau - filhos, pais e irmdos - e os conjugues. O
observado neste estudo assemelha-se ao encontrado por Dessunti et al. (2008), que ressaltou
também a predominancia dos contatos intradomiciliares e intradomiciliares-intimos,
demonstrando que a maioria dos contatos € da propria familia e habitam no mesmo domicilio
que os pacientes. Estudos apontam uma relacdo inversamente proporcional entre a distancia
fisica e o risco de adoecimento (MOET et al., 2004; DURAES et al., 2010), evidenciando que
a maioria dos contatos apresenta mais um fator de risco, o que contribui para a manutengéo
dos indices de hiperendemia.

A mesma relacdo de parentesco foi encontrado em Vitéria - ES, onde um
percentual de 81,6% foi identificado (DEPS et al., 2006). De acordo com Duraes et al. (2005),
a literatura mostra que a proximidade do caso primario € um fator que contribui para o risco
de adoecimento. Beiguelman (2002) observou que em familias onde um dos casos era
virchowiano, os parentes de sangue tinham risco maior de desenvolver a mesma forma da
doenga. O conhecimento sobre esses dados podem auxiliar na gestdo de servicos, e uma das
acOes mais importantes para o controle da doenca é a vigilancia de contatos.

O tempo de convivéncia que o comunicante tinha com o caso indice, praticamente
foi igual a idade ja que, a grande maioria deles tinham lagcos de consanguinidade com o caso
indice e conviviam no mesmo domicilio que a fonte de contagio. O periodo de incubagéo do
M. leprae é longo, e o0 paciente pode levar, no minimo, de dois a cinco anos para desenvolver
a doenca (GOULART et al., 2002).
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Os altos indices de MH no Maranhdo é um reflexo da deficiéncia nas acbes de
controle da doenca, tais como monitoramento dos contatos e a implementacdo de medidas
profilaticas, como a aplicacdo da vacina BCG. Nesta pesquisa, constatou-se que 19,6%
contatos ndo apresentavam nenhuma cicatriz vacinal. Embora a norma técnica do MS seja
clara e se saiba que a vacinacdo BCG é um procedimento necessario para evitar 0s novos
casos da doenca (BRASIL, 2010a), nosso estudo demonstra ainda que apenas 21,1% dos
contatos haviam recebido a segunda dose da BCG, ressaltando a auséncia de politicas
publicas com carater preventivo para o0 MH.

Em municipios hiperendémicos é comum a detecc¢éo de novos casos em criangas e
jovens, que sdo em sua maioria contatos que néo receberam a vacinagdo por BCG (AMADOR
et al., 2001). A vacina BCG ndo impede a infeccdo, entretanto, melhora a resposta imune do
hospedeiro, agindo como um agente protetor (FINE et al., 1997; DE MATOS et al., 1999;
ZENHA et al., 2012). Contatos que ndo possuem esta protecdo possuem um risco 3,7 vezes
maior de desenvolver o MH, sendo sugerida uma segunda dose como reforco. Assim, faz-se
necessaria a localizacdo dos contatos para serem examinados e submetidos a profilaxia
vacinal (MOET et al., 2004).

Nesse quadro epidemioldgico dos contatos, observamos a presenca de varios
fatores de risco para o adoecimento dos mesmos. A legislacdo federal exige a vigilancia de
contatos, e em alguns estados da nacdo os contatos domiciliares de pacientes paucibacilares
devem ser examinados uma vez a cada dois anos e 0s de pacientes multibacilares, uma vez
por ano (BRASIL, 2002). Entretanto, no estado do Maranhdo apenas 64,8% dos contatos
foram examinados no ano de 2012, sendo esta porcentagem caracterizada como “regular”
(BRASIL, 2013).

A pouca valorizacdo da vigilancia de contatos também esta refletida na atual
Ficha de Notificacdo/Investigacdo de Hanseniase do Sistema de Informacg6es de Agravos de
Notificagdo (SINAN), a qual exclui informagdes sobre os comunicantes de MH, reforgando a
centralizacdo da atencdo aos doentes. Vijayakumaran et al. (2000) afirmam que, mesmo
pondo o caso indice em tratamento poliquimioterapico, ndo se elimina a transmissdo da
doenca dentro de uma casa, sendo necessarias outras intervengdes para minimizar o risco de
MH entre os seus contatos. Desta forma, a hiperendemia da regido pode ser fruto da

ineficiéncia das ac¢des de vigilancia em satde para monitoramento do MH.
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7.2 Caracterizacao clinico-imunoldgica

Ha mais de meio século tem-se buscado melhores testes para o diagnostico
precoce da hanseniase e um melhor entendimento do padrdo de imunidade do paciente frente
ao M. leprae (GELUK, 2013). A resposta imune parece ser responsavel pelo amplo espectro
clinico da doenca e, semelhante a uma doenca autoimune, parece desencadear outras
complicacdes como dano neural (GOULART e GOULART, 2009). Apesar de muito
estudada, varios aspectos da imunologia do MH ainda permanecem obscuros.

Os titulos de anticorpos antiPGL-1 e o0s niveis séricos de interleucinas e
quimiocinas foram quantificados, buscando caracterizar o perfil imunolégico de pacientes de
regido hiperendémica de MH e de seus contatos, no momento do diagnostico. Estas
ferramentas imunolégicas sdo Uteis para a avaliacdo dos padrbes de resposta desencadeados
apos exposicdo ao M. leprae. Estes testes podem constituir uma forma de deteccdo, de forma
indireta, da infeccdo, pois indicam que o individuo ja foi exposto a antigenos do bacilo
(GOULART e GOULART, 2008).

A soropositividade ao PGL-1 é um indicativo de uma resposta do organismo
contra esse antigeno presente na membrana na M. leprae, sendo ainda sugerido como uma
varidvel preditiva. Em nosso estudo 42,6% e 36,8% dos casos foram positivos ao IgM
antiPGL-1 nos testes ML-Flow e ELISA, respectivamente. Os dados mostram ainda que
pacientes multibacilares apresentaram maior percentual de positividade aos testes do que
pacientes paucibacilares. Esses dados estdo de acordo com o descrito na literatura sobre a
doenca. Sabe-se que anticorpos especificos antiPGL-1 estdo presentes em 90% dos
multibacilares ndo tratados, em 40 a 50% dos paucibacilares e em 1 a 5% dos individuos
sadios (BRITTON e LOCKWOOD, 2004).

Esse resultado se repetiu em relagdo a forma clinica aumentando
progressivamente do polo tuberculdide ao pélo virchowiano. A pesquisa de anticorpo IgM é
utilizada como teste soroldgico para diagnosticar principalmente pacientes com a forma
virchowiana, onde existe exacerbacdo da imunidade humoral (FOSS, 1997), mas possui
limitacOes ao diagnostico de pacientes tuberculdides (GELUK et al., 2010). Em nosso dados
pacientes virchowiano-virchowianos chegaram a apresentar 90% de positividade ao teste
ELISA.

A deteccdo do anticorpo IgM foi maior no género masculino, chegando a 51,6%
pela técnica do ML-Flow. Resultado semelhante foi encontrado por Frota et al. (2010) em

estudo realizado no Ceara. Neste mesmo estudo o0 autor observou também maior positividade
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em pacientes adultos. Em nosso estudo pacientes adultos tiveram maior percentual de
positividade ao PGL-1 pela técnica do ELISA, mas ndo pelo ML-Flow. Em relagdo a
localidade, o municipio de Imperatriz possui maior numero de casos PGL-1 positivos. Isso
pode ser um reflexo do maior nimero de pacientes MB daquela regido.

O resultado do ML-Flow mostrou maior positividade ao PGL-1 em pacientes que
realizaram diagndstico tardio. Esta questdo pode ter um grande impacto para o paciente, pois
qguanto maior o tempo que levar para iniciar o tratamento, maior a chance de desenvolver
dano neural irreversivel (VAN VEEN et al., 2006), pois pacientes soropositivos ao PGL-1
tem maior chance de vir a desenvolver algum dando neural e grau de incapacidade
(SCHURING et al., 2006). Em nosso estudo a positividade ao antigeno mostrou estar
associada a incapacidade fisica.

A vacinacdo por BCG parece ndo influenciar na soropositividade, embora
pacientes com duas cicatrizes vacinais apresentem menor positividade ao PGL-1, pela técnica
do ELISA. Esse mesmo resultado também foi encontrado por Schuring et al. (2006). Uma
associacdo da soropositividade entre os pacientes vacinados por BCG seria um argumento
suplementar para o papel protetor da BCG e poderia confirmar a hipotese de que a vacinacao
BCG é responsavel por uma mudanca na resposta imune para o pélo tubercul6ide do espectro.

Todos os pacientes PGL-1 positivos apresentaram baciloscopia positiva. Diversos
estudos ja demonstraram uma forte correlacdo entre a magnitude da resposta de anticorpos e a
baciloscopia (CHO et al., 2001; FERREIRA e ANTUNES, 2008; LYON et al., 2008;
CONTIN et al., 2011). Pacientes com baciloscopia positiva sdao pelo menos 3,4 vezes mais
propensos a produzir uma resposta humoral em comparacdo a controles saudaveis (STEFANI
et al., 1998).

Buhrer-Sékula et al. (2003) relataram alta concordancia entre os testes de ELISA e
ML-Flow, tanto em amostras de pacientes quanto de contatos. Em outros estudos, a
concordancia destes testes em amostras de pacientes também foi elevada (OSKAM et al.,
2003; SILVA et al., 2008; DA SILVA et al., 2010). Em nosso estudo a concordancia dos
testes foi considerada moderada, pois cerca de 16% das amostras divergiram nos resultados.
Apesar de que a sensibilidade e especificidade do ELISA e ML-Flow antiPGL-1
apresentarem-se semelhantes, a hipdtese da existéncia de falsos negativos no teste de fluxo
lateral ndo pode ser descartada, uma vez que o método de analise do resultado ndo € tdo
minucioso quanto no ELISA (BUHRER-SEKULA et al., 2003). A positividade do ML-Flow
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e ELISA também pode variar de acordo com o nivel de endemicidade da &rea geogréfica onde
é aplicado o teste (SILVA et al., 2008).

Ja foi demonstrado que niveis elevados de IgM antiPGL-1 em contactantes
constitui um fator de risco para o desenvolvimento de MH (BUHRER-SEKULA et al., 2003;
MOET et al., 2004; BAKKER et al., 2006). Em nosso estudo o percentual de positividade ao
PGL-1 entre os contatos foi em torno de 12%. A expectativa era encontrar taxas de
soroprevaléncia muito altas em virtude dos elevados CD e prevaléncia nessa regido
considerada hiperendémica. Entretanto, a taxa foi menor ao encontrado em outras regides
(CALADO et al., 2005; CRUZ et al., 2009; DUPPRE et al., 2012).

Dos 745 contatos avaliados pelo teste ML-Flow 12% foram positivos ao PGL-1. E
pela técnica do ELISA, entre os 2140 contatos avaliados 12,5% foram soropositivos ao PGL-
1. Andrade et al. (2008) verificaram positividade em 20,5% em contatos no Estado de Minas
Gerais. Frota et al. (2010) em estudo realizado em regi&o de alta endemicidade no estado do
Ceard, descreveram uma soropositividade de 15,8% entre os contatos, semelhante aos ndo
contactantes de regifes ndo endémicas. Outros trabalhos demonstraram positividade menor
gue a encontrada no grupo amostral de contatos do Maranhdo, com valores de soroprevaléncia
entre 2,7% a 10,4% (BAKKER et al., 2004; GOULART et al., 2008).

Essa baixa taxa de soropositividade em uma regido considerada hiperendémica,
onde acredita-se haver uma maior disseminacao e interagdo constante com o M. leprae, pode
ser resultado de uma resposta imunoldgica mais vigorosa, do tipo celular, que poderia tornar
0s contatos mais resistentes ao bacilo, apresentando portanto um fraca resposta humoral.
Entretanto, quando analisamos os resultados segundo a regido de procedéncia, observamos
que contatos de pacientes do municipio de Acailandia apresentaram um alto percentual de
positividade ao ML-Flow, o que ndo se repetiu pela técnica do ELISA. Estudos mais
detalhados precisam ser realizados na regido para a confirmacgéo desses achados.

Mesmo ndo existindo uma vacina especifica para M. leprae, a utilizacdo de testes
soroldgicos antiPGL-1 podem ser forte aliados na reducdo dos indices de MH. Estudos
anteriores ao nosso, registraram que 0s contatos com soropositividade ao PGL-1 possuem 7
vezes mais risco de desenvolver a doenca, e 24 vezes mais de desenvolver a forma
multibacilar, comparados aos soronegativos (BUHRER-SEKULA et al., 1998; MOURA et
al., 2008; CRUZ et al., 2009). Tais individuos merecem ser acompanhados, precocemente

diagnosticados e tratados, antes mesmo do aparecimento de sintomas clinicos.
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Em nosso estudo ndo houve diferenca na positividade ao PGL-1 entre contatos de
pacientes PB e contatos de pacientes MB. Resultado semelhante foi descrito por Barreto et al.
(2011). No entanto, grande parte dos achados da literatura mostram niveis elevados de IgM
antiPGL-1 nos contatos de pacientes MB e mais baixos em contatos de pacientes PB
(MOURA et al., 2008; BARRETO et al., 2011). Em relagdo ao género e idade na maioria dos
estudos cientificos sobre o comportamento da sorologia demonstra que a positividade ao
PGL-1 em contatos ¢ maior nas mulheres e em individuos adultos (ANDRADE et al., 2008;
BARRETO et al., 2011). Em nosso estudo mulheres apresentaram maior positividade pela
técnica do ELISA, mas ndo houve diferenga em relacédo a idade.

A soropositividae ao PGL-1 foi semelhante entre contatos intradomiciliares e
extradomiciliares. Isso pode indicar uma expressdo difusa da infeccdo por hanseniase em
determinado local. Douglas et al. (2004) encontraram 17,7% de positividade em amostras de
contatos intradomiciliares em Cebu (Filipinas), em um grupo amostral total de 559 contatos.
Outros relatos mostram a existéncia de associacdo entre a soropositividade ao PGL-1 e os
contatos intradomiciliares de casos indices MB (BAKKER et al., 2004; CALADO et al.,
2005; ANDRADE et al., 2008).

Também ndo houve diferenca em relacdo a cicatriz por BCG. Em outros estudos
ndo foram encontradas diferencas na positividade dos contatos em relacdo ao nimero de
cicatrizes por BCG (FINE et al., 1997; ANDRADE et al., 2008). Esperava-se que a maior
porcentagem de positividade fosse encontrada nos contatos que ndo receberam doses da
vacina BCG. No entanto, ndo h& consenso sobre a influéncia da vacinacdo com BCG na
sorologia antiPGL-1 (FERREIRA e ANTUNES, 2008; BARRETO et al., 2011). Limeira et
al. (2013) na avaliagdo soroldgica de contatos domiciliares assintomaticos antes e apds a
profilaxia com BCG, mostrou uma soroconversao negativa em 20% ao PGL-1.

Estudos tém mostrado que a protecdo proporcionada pela vacina BCG é bastante
varidvel (DE MATOS et al., 1999; ZODPEY, AMBADEKAR e THAKUR, 2005).
Entretanto, o impacto da vacinacdo com BCG na reducdo da incidéncia da hanseniase ja foi
demonstrado, por exemplo, por Bakker et al. (2006) e Duppre et al. (2012). A vacina BCG
parece ter um efeito protetor, dado que a maioria dos contatos soropositivos vacinados,
quando adoecem, parecem desenvolver apenas a forma de PB da hanseniase (DUPPRE et al.,
2012).

No entanto, acredita-se que nem toda infec¢do subclinica, necessariamente, sera

expressa por uma resposta sorolégica e que a soroprevaléncia na populacdo pode estar
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refletindo exposicdo e/ou infeccdo por M. leprae, pois a sorologia em si ndo é capaz de
distinguir infecclo presente ou passada por esta micobactéria (VAN BEERS et al., 1999;
MOURA et al., 2008). Novos casos de hanseniase também surgem nos grupos soronegativos
(DUPPRE et al., 2012).

Todavia, a deteccdo de anticorpos contra o PGL-1 pode ajudar a identificar
contatos domiciliares infectados sem sinais ou sintomas clinicos e pode ser uma ferramenta
atil em programas de controle. Lobato et al. (2011) comparou uso de trés testes imunoldgicos
para o diagndstico de MH e deteccao de infeccdo subclinica e demonstrou que a deteccdo de
IgM antiPGL-1 por ELISA pode ser utilizado para detectar a infeccdo subclinica em
hanseniase. Estudos mais aprofundados, bem como o seguimento desses individuos seriam de
grande interesse para esclarecer se os titulos altos de antiPGL-1 sdo de fato possiveis
marcadores de doenca futura.

Quanto ao teste de Mitsuda, o resultado reflete uma variedade de fatores que séo
de extrema importancia na avaliacdo da susceptibilidade do individuo a hanseniase. Em nosso
estudo a reacdo intradérmica foi negativa na maioria dos pacientes, enquanto na maioria dos
contatos foi positivo. Resultado positivo demonstra uma alta resposta imune mediada por
células com larga resposta do tipo Th1l. Uma reacdo negativa é fator de risco entre 0s contatos
(SARNO et al., 2012). Enquanto contatos com a resposta de Mitsuda positiva constituiu um
fator protetor contra o desenvolvimento de MH (GOULART et al., 2008).

O teste de Mitsuda ndo esta padronizado pela OMS para classificacao clinica ou
para estudos epidemioldgicos, uma vez que o sistema de classificacdo do MH €é baseado no
namero de lesdes (WHO, 2000). A resposta celular pode ser um indicador de imunidade
protetora adquirido. Assim, sugere-se que a aplicacdo do teste de Mitsuda em paises onde o
MH é endémico pode ser uma ferramenta epidemioldgica importante para monitorar contatos
domiciliares de pacientes com MH.

A infecgédo por M. leprae induz o desenvolvimento de uma reposta imune celular
exacerbada, o que tem sido bem documentado, tanto in vitro quanto in vivo, ao longo dos
anos. As citocinas e moléculas relacionadas com a resposta imune parecem ser importantes
em decidir o resultado das interacfes patogeno-hospedeiro nas diferentes formas clinicas de
MH. O balango Th1/Th2 parece ser fator determinante para a forma clinica a ser desenvolvida
(SASAKI et al., 2001).

Segundo Lima et al. (2000) as citocinas podem fornecer marcadores Uteis de

resposta imunoldgica na hanseniase. Nosso estudo mediu 0s niveis séricos de citocinas em
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pacientes ndo tratados, em seus contactantes e em controles saudaveis, por meio do ensaio
citométrico de esferas ordenadas (CBA). Em muitos estudos essa avaliagdo tem sido
realizada, principalmente, através de culturas de células mononucleares, estimuladas ou néo
com proteinas do bacilo (FULYA et al., 2006; VENTURINI et al., 2011; YANG et al., 2014).
Poucos sdo os estudos soroldgicos e a literatura revela resultados controversos sobre os niveis
de citocinas séricas nas varias formas de hanseniase (MADAN et al., 2011). H& uma escassez
de registros de dados que comparem 0s niveis séricos dessas citocinas quantificadas por CBA
em pacientes com MH e contactantes.

Nesse estudo, observou-se que pacientes MB e contatos possuem altas
concentracdo sérica de IL-6. Essa concentragdo foi mais evidente entre os pacientes com as
formas dimorfa da doenca. Entre os contatos a concentracdo foi maior naqueles que néo
possuiam cicatriz vacinal. Estudo realizado na India, em pacientes ndo tratados, mostraram
que altos niveis de IL-6 estd associado ao polo virchowiano e baixos niveis ao polo
tuberculdide (BELGAUMKAR et al., 2007). Fulya et al. (2006) também demonstraram alta
concentracdo dessa citocina no sobrenadante de cultura de linfocitos de pacientes
virchowianos.

A IL-6 é uma interleucina que exerce propriedades pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias. Foi reconhecida pela primeira vez por sua propriedade de induzir a producédo de
anticorpos e, portanto, o elevado niveis dessa citocina pode ter alguma influéncia sobre a
hipergamaglobulinemia que caracteriza o p6lo virchowiano da hanseniase (OCHOA et al.,
1996; MIHARA et al., 2012). E considerada papel chave na inflamacdo e na reacdo de fase
aguda, que é uma das primeiras respostas a injurias teciduais. Pode ser produzida por varios
tipos de células, incluindo as células T e B, macrofagos, mondcitos, mastdcitos, neutrofilos e
eosinofilos, e pode exercer os seus efeitos sobre qualquer célula (DE OLIVEIRA et al., 2011).
E ainda conhecida por estar presente em muitas doencas autoimunes e inflamatorias cronicas,
incluindo a artrite reumatdide, doenca de Crohn, artrite juvenil e mieloma maultiplo
(FISHMAN et al., 1998). A IL-6 também participa na resposta imune adaptativa na
diferenciacdo de células T em Treg, Thl ou Th2, e em particular na diferenciacdo de Th17
(SOUSA et al., 2012). Além disso, ativa astrocitos e micrdglia, e regula a expressdo de
neuropeptideos apds lesdo neuronal, contribuindo para sua regeneracdo (DE OLIVEIRA et
al., 2011).

A utilizacdo da IL-6 como um biomarcador tem sido amplamente discutido em

diversas doengas, com base nos multiplos efeitos desta citocina no controle da imunidade
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inata e adaptativa (FISMAN e TENENBAUM, 2010). Ela tem sido proposta como um
potencial biomarcador para o progndstico em reacdes hansénicas (STEFANI et al., 2009;
SOUSA et al.,, 2012; CHAITANYA et al.,, 2013). No entanto, o papel da IL-6 na
imunopatologia da hanseniase, principalmente em contatos, ainda precisa ser mais explorado.

Em nosso estudo, pacientes com a forma virchowiana apresentaram menor
concentragdo de TGF-B1. Dados da literatura descrevem maior quantidade de TGF-f1 em
lesbes de pacientes virchowianos, com a participacdo de células Treg (PALERMO et al.,
2012; KUMAR et al., 2013; SAINI et al., 2014). Attia et al. (2010) ja haviam demonstrado
maior frequéncia de células Treg circulantes em pacientes tuberculdides do quem em
pacientes virchowianos. Assim, a menor concentragdo sérica de TGF-f1 em nossos pacientes
virchowianos pode ser um reflexo da redistribuicdo de células Treg a partir do sangue
periférico para os locais da doenca.

O TGF-B1, isoforma predominante do TGF-B, regula os componentes da
imunidade adaptativa, tais como as células T, assim como os componentes da imunidade
inata, tais como as células NK (natural killer) (WAN e FLAVELL, 2007). Tem sido relatado
na apoptose de células de Schwann, afetando diretamente a degeneracdo dos nervos e
regeneracdo levando a lesdo da bainha de mielina e axonios (OLIVEIRA et al., 2005).
Também impede que os macrdfagos sintetizem Oxido nitrico, um mecanismo que leva a
persisténcia da bactéria, e que estd fortemente implicado no desenvolvimento da dor
neuropatica (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos mostram que a coestimulacdo de IL-6 e TGF-p sdo essenciais para a
diferenciacdo de células Th17 e producédo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-1, TNF-a)
(LI et al., 2010; MIHARA et al., 2012). Em nosso estudo, os casos de hanseniase e 0s seus
contatos, apresentaram alta concentracdo sérica nos niveis de IL-17A, principalmente nos que
ndo possuiam cicatriz vacinal. 1sso nos leva a sugerir que a producdo da IL-17 pode ser um
dos fatores importantes no desenvolvimento da doenga, e confirmam a ideia de que as células
Th17 parecem ser fundamentais em infec¢des bacterianas.

Os nossos dados vdo de encontro ao observado por Abdallah et al. (2013), em
estudo realizado no Egito, que demonstrou menor concentragdo sérica de IL-17 nos casos de
hanseniase em comparagdo com o controle. Essa divergéncia de resultados podem estar
relacionados as diferencas étnicas entre as duas populacdes. J& Saini et al. (2013) observou
menor concentragcdo de IL-17 somente em pacientes virchowianos, e ainda relatou maior

expressdo em contatos que conviviam ha pelo menos dois anos com o caso. A presenca de IL-
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17A em contatos sugere que essa citocina pode ser importante na resposta imune adaptativa a
infeccdo precoce por M. leprae.

As ceélulas Thl7 surgiram como um terceiro subconjunto de células Th, que
desempenham um papel importante, ndo s6 em doencas autoimunes, onde foram
primeiramente descritas, mas também em muitas doengas infecciosas e em modelos
experimentais (CURTIS e WAY, 2009). Produzem diversas citocinas, sendo a IL-17A a mais
importante. Ja foi demonstrado que sdo responsaveis pela imunidade protetora em infeccdes
micobacterianas, sendo efetiva no controle da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis
(UMEMURA et al., 2007; TORRADO e COOPER, 2010) e por outras bactérias intracelulares
como Mycoplasma pneumoniae e Listeria monocytogenes (KHADER e GOPAL, 2010). A
IL-17A, é capaz ainda de induzir a expressdo de IL-6 e CXCL8 (IL-8), citocinas importantes
para o recrutamento de células (DE OLIVEIRA et al., 2011).

As quimiocinas estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos e patolégicos
do organismo. Estas moléculas exercem um papel importante na migracdo das células
linféides para os tecidos ap6s o contato das células residentes com agentes patogénicos,
proporcionando uma ligacdo entre a imunidade inata e adaptativa (MOSER E WILLIMANN,
2004). Embora as quimiocinas parecem estar envolvidas na patogénese do MH, poucos
estudos tém sido realizados para desvendar o potencial de quimiocinas como marcadores
bioldgicos da doenca (MENDONCA et al., 2011).

Em nosso estudo observamos maior concentracdo sérica de CXCL8 entre 0s
contatos de pacientes com hanseniase. Dados similiares ndo foram encontrados na literatura.
De fato, ainda ndo ha registros do perfil de quimiocinas em contatos de casos de hanseniase.
Nives elevados de CXCL8 tém sido relatado na hanseniase virchowiana (HASAN et al.,
2004). No entanto, em nosso estudo a concentracdo de CXCL8 em pacientes MB ndo foi
significativa. Guerreiro et al. (2013) chegou a observar baixa expressdo de RNAmM de CXCL8
em células infectadas por M. leprae, sugerindo essa via como uma possivel estratégia de
sobrevivéncia para o agente patogénico.

CXCLS8 é conhecido como um potente fator quimiotatico e ativador de neutréfilos
e agente quimiotatico para linfocitos (MOSER et al., 2004; DALBONI et al., 2013). E parte
importante da resposta inflamatoria contra M. tuberculosis, estando em elevada concentragéo
no plasma de pacientes com tuberculose (ALESSANDRI et al., 2006). Também tem sido
descrito em outras doencas inflamatorias sistémicas como na sarcoidose e na sepse
(STEINBACH et al., 2007; LKHAGVAA et al., 2008).
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Maior concentracdo sérica das quimiocinas CXCL9 (MIG) e CXCL10 (IP-10)
foram observadas em nossos pacientes MB. Essa alta concentragdo foi ainda mais evidente
nas formas virchowianas. No entanto nossos dados sdo controversos ao encontrado na
literatura. N@o houve diferenca significativa na concentracdo de CXCL9 e CXCL10 no
plasma de pacientes com hanseniase em relagdo ao controle, em estudo realizado por
Mendonca et al. (2007). Scollard et al. (2011) encontrou maiores niveis séricos de CXCL10
em todos os grupos de pacientes com hanseniase do que em controles saudaveis. Maior
expressao génica de CXCL9 e CXCL10 parece ainda estar associado a reacdo hanséncia do
tipo 1 (SCOLLARD et al., 2011; GELUK et al., 2014). E Geluk et al. (2010) demostraram
que peptideos de M. leprae séo capazaes de induzir maior producdo de CXCL10 no sangue
total, indicando o seu uso como um biomarcador.

O aumento da producdo desta quimiocina estd bem descrito em infec¢Bes por
outras micobactérias (MENDEZ-SAMPERIO et al., 2009; WANG et al., 2012). Os niveis
elevados de CXCL10 s&o observados na tuberculose (WANG et al., 2012), na
tripanossomiase (HAINARD et al., 2009), bem como na esclerose multipla (SZCZUCINSKI
e LOSY, 2011) e em condicdes neuroinflamatérias (MULLER et al., 2010). Sabe-se que
CXCL9 e CXCL10 séo consideradas quimiocinas induzidas por IFN-y, desempenhando um
papel importante na inflamag&o, estando tradicionalmente associadas a resposta do tipo Thl
(YOSHIE et al., 2001). Mas, alguns individuos com tuberculose, por exemplo, s&o incapazes
de produzir CXCL10 mesmo quando eles produzem niveis normais de IFN-y, sugerindo que
IFN-y nem sempre pode ser requerido para producdo dessa quimiocina (GOLETTI et al.,
2010).

CXCL10 parece ter um importante papel no desenvolvimento de hiper-reatividade
das vias aéreas e inflamacdo alérgica do tipo Th2 na asma experimental (TWOREK et al.,
2013). Himmel et al. (2011) demonstrou que células Treg sdo capazes de produzir
quantidades elevadas de CXCL10, bem como de CXCL8. Assim a alta concentracdo sérica
dessas quimiocinas em pacientes MB e contatos de nosso estudo pode ser resultado da maior
atuacdo dessa populacao celular. Ainda assim, o papel da CXCL9 e CXCL10 em resposta a
micobactérias, desperta curiosidade e requer investigacbes mais aprofundadas na utilizacdo
destas quimiocinas como um possivel biomarcador no diagnostico de hanseniase.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica para a maioria das citocinas e
quimiocinas, a anélise de correlagdo demonstrou uma correlagdo positiva em boa parte delas,

tanto nos grupos paucibacilar e multibacilar. Estes dados permitem inferir que ndo ha uma
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dicotomia nitida em relacdo aos padrdes de resposta e a evolucdo da doenca, pelo contréario,
parece haver um sinergismo dos diferentes padrdes de resposta, o que pode depender tanto de
fatores genéticos quanto ambientais. Acredita-se em uma continua interacao entre os padrdes
Thl, Th2, Thl7 e Treg na resposta contra patdgenos e manutencdo da homeostasia (KAIKO
et al., 2008; ABRAHAM e CHO, 2009). Thl e Th17, por exemplo, tém a¢do concomitante
em infeccOes causadas pelo M. tuberculosis e isso pode ser importante pelas consequéncias
imunopatologicas ndo so na tuberculose, mas também em outras infecgdes micobacterianas
(DAMSKER et al., 2010).

A auséncia de modelos experimentais murino, que imitem as formas clinicas da
hanseniase, limitam as informacdes sobre os aspectos da resposta imune na doenca. Um dos
problemas dos ensaios séricos de citocinas € a dificuldade de reproduzir na circulacdo os
eventos celulares que estdo ocorrendo no local da lesdo (JASON et al., 2001). Uma outra
limitacdo é a falta de especificidade. A resposta imune celular é dirigida contra um grande
ndmero de patégenos e em diversas situacfes bioldgicas. Nenhum critério de excluséo
especifico foi aplicado em nosso estudo para ver a influéncia simultanea de infeccGes
crbnicas, portanto os resultados estdo sujeitos a essas variagdes ndo especificas. Os resultados
sdo indicativos e ndo conclusivos, pois ndo foram analisadas as peculiaridades individuais,
mas sim do grupo.

A resposta celular apresentou grande variabilidade de individuo para individuo,
variando de um nivel basal a uma forte resposta, mesmo entre os individuos dos grupos PB e
MB. A distribuicdo assimetrica dessas variaveis, além de dificultar a analise estatistica, pode
tornar limitado o seu uso na rotina clinica, pois todo teste que possui uma grande variagdo
interindividual tem uma aplicagdo pratica restrita, principalmente para fins de diagnostico.

Mesmo ndo existindo uma vacina especifica para M. leprae, o desenvolvimento
de novas ferramentas de diagnostico pode ser um forte aliado no controle da hanseniase, além
da ampla e adequada aplicacdo da poliquimioterapia (PQT). O desenvolvimento de testes de
deteccdo tem sido alvo de pesquisas na ultima década, principalmente na identificacdo de
doenca subclinica. A este respeito, ensaios simples que exigem apenas sangue total, por
exemplo, ainda se constitui um desafio, especialmente em areas endémicas onde normalmente

nédo possuem laboratorios sofisticados.
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8 CONCLUSOES

Os resultados desse estudo permitem-nos concluir que:

Os aspectos clinicos e epidemioldgicos avaliados confirmam o carater
hiperendémico da hanseniase no Maranh&o, o diagnostico tardio e a manutencédo de fatores de
riscos para o adoecimento dos contatos. Essas caracteristicas evidenciam a importancia do
exame e seguimento de contatos para monitoramento da epidemia nos municipios.

A imunidade humoral € maior em pacientes MB, e nos contatos assemelham-se a
de outras regides ndo hiperendémicas.

A soropositividade ao PGL-1 estd associada a maioria das variaveis
epidemioldgicas dos casos, mas ndo tanto em contatos.

Embora a concordancia entre os testes tenha sido moderada, o imunodiagndstico
de anticorpos antiPGL-1 sdo Uteis como marcadores imunoldgicos em area hiperendémica
para a identificacdo de quadros de infec¢do subclinica, principalmente para aqueles com risco
de adoecimento.

IL-6, TGF-B1, CXCL9 e CXCL10 parecem importantes na regulacdo da resposta
Imune entre os casos das formas MB.

IL-6 e CXCLS8 estdo envolvidas na resposta imune entre os contatos, refletindo,
possivelmente, as diferencas entre a exposicdo e patogenia do M. leprae. Entretanto, ndo é
possivel determinar os que tém resposta imune protetora daqueles que poderdo manifestar
clinicamente a hanseniase.

O perfil de citocinas e quimiocinas é mais evidente, principalmente, aqueles

individuos sem cicatriz vacinal por BCG.
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Identificagdo do Pesguisador
Responsavel:

Isabela Maria Bernardes Goulart

Identificacdo da Equipe executora:

Silma Regina Ferreira Pereira, Isabela Maria Bernardes Goulart, Luis
Ricardo Goulart Filho, Lea Marcia Melo da Costa, Jackson Costa, Flavia
Raguel Fermandes do Mascimento, Dorlene Maria Cardoso de Agquino,
Ivan Abreu Figueiredo, Jorge Luis Silva Brito, Samira Bilhrer-Sécula,
Janaina Lobato, Erica de Melo Reis, Fausto Capparelli, Serlyjane Penha
Hermano Munes, Mayara Ingride Sousa Lima, Maria Aparecida
Gongalves, Dulcinéa de Oliveira Bernardes de Sousa, Maria de Fatima
Lires Pires, Graciomar Conceigdo Costa.

Instituicdo onde sera realizado:

Area tematica: I Multicéntico: Sim Data de recebimento: 26/03/2009
Cooperacado estrangeira: Sim Patrocinador: Sim | Data de devolucdo: 01/05/2009
II - Objetivos:
Geral:

Caracterizar a situacdo epidemiolégica de quatro municipios hiperendémicos em hanseniase do Estado do
Maranhgo, pertencente ao Cluster 1, visando conhecer a distribuicdo espaco-temporal dos casos, validar
os indicadores de tendéncia e prevaléncia oculta; e a aplicar a epidemiclogia molecular por meio de
técnicas moleculares e imunologicas para a identificagdo e monitoramento de grupos de risco entre os
contatos domiciliares.

Especifico:

1.

Identificar os aspectos epidemiolégicos da hanseniase no Maranhdo (cluster 1) utilizando o
geoprocessamento para produgdo de mapas de densidade dos casos de hanseniase por meio do
sistema de informacdo geografica (SIG), inclusive fazendo a distribuicdo dos contatos
soropositivos e portadores sadios do M. leprae em sangue e swabs nasal e bucal;

Determinar os indicadores de magnitude e tendéncia (deteccdo geral de casos novos); de
infeccdo recente e foco de transmissdo ativa (deteccdo de casos novos em menores de 15 anos);
de estimativa de prevaléncia ocufta (%) de grau 2 de incapacidade entre 0s casos novos
avaliados) - visando identificar areas de maior risco de adoecimento da populacdo, com o objetivo
de subsidiar as equipes do programa de salde da familia (PSF) para a busca ativa de casos,
validando todos os indicadores elencados;

Implementar a vwigildncia de contatos de casos de hanseniase fazendo exame clinico
dermatoneurolégico, avaliacdo de cicatriz vacinal pelo BCG e aplicacdo de BCG se necessario,
concomitante aplicagdo dos testes de Mitsuda e sorologico ML-Flow, para identificacdo de
individuos com maior risco de desenvolver a doenca;

Utilizar ferramentas moleculares (PCR em swabs e sangue) € imunoldgicas (ELISA) para o
diagnostico de doentes e individuos com infeccdo subclinica/portadores sadios de modo a
conhecer a epidemiclogia molecular (populacdo de casos de hanseniase e de sadios);
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ANEXO B - Protocolos de Abordagem e Seguimento de Pacientes e Contatos

m "'K\: ‘1",'." ﬁ . - R e
'\\5 y 4 3-CREDESH €& $SA0 LUIS

PROTOCOLO DE ABORDAGEM E SEGUIMENTO DE PACIENTE EM HANSENIASE - COD

-

DADOS GERAIS DO PACIENTE
Nome:
DN__(__/___|Sexo:FO MO |Mae:
Enderego:
| cep
Municipio: : Fones:
Data da notificagdo___/__/__ | Datado diagnéstico__/__/__ | Inicio dos primeiros sintomas _/__/__
Tratou anteriormente: 0 N2o O Sim, de o a__(_( . Local
CLINICA E TRATAMENTO

Classificaciio Operacional |0 PB 0 MB ¢ de lestes) ou O PB O MB | de lestes+ bacitosoopi)

(@ B orT OTs oor Opp ODpv Ovsp OVY
Forma clinica OTR ' ODTR O DDR QO DVR

O HNPT OHNPDT 0O HNPDD

0 PQT/PB/6 Doses = .
Requems terspiatics. | O PQUMB/IT Doses | 53 Exceormna Substinitivo ~ Descrigo:

0O PQT/MB/24 Doses

O Tipo | 0O Sem reaglio
Episadios reacionais ao tratamento O Tipo 2 0 Neurites
OTipoie2 O Lesbes cutaneas
Modo de entrada Made detecelio de eaty va‘i:ﬁ'el ml e Motivo do encaminhamento

DOCaso Novo OEncaminhamento Dliatadomiciliar Confirmagdo de Diagnostico
OTransferincia dentro ODemanda Espontines Oiowadomiciliar - Intimo | ODiagadstico Diferencial
Municipio DExame de Coletividade | DExtradomiciliar ) ClEstados Reacionais ¢fou Neurites
OTransferéncia entre OExame de Contatos OExtmdomiciliar ~ Intimo | OReagdes Adversas as Drogas
Municipios COoutros Modos OOcupacional CITratamento Fisioteripico
O Transferéncia de Estado Oignorado O Terapia Ocupacional
O Transferéncia de Pais DO Tratamento Medicamentoso
DlRecidi
DOOutros Reingressos
Local de procedéncia:
Profilaxia BCG: 00 01 O2 | Administragio BCG: "dose _ /____/__ 2dose / /
Grau de Incapacidade no diagnéstico: D0 01 O2 0 Nio Avaliado
N? Lesdes Catiineas: N’ de troncos nervosos acometidos:

CREDESH: Av. Aspirante Mega, 77 = Barro Jaragud ~ 38413-018 — Uberindia-MG @ /Fax (034) 3216-7872 S www.credesh.ufubr
LABGEM-UFMA: Avenida dos Portugueses, SIN — Bairro Bacanga - 5060-040 -~ Sio Luls-MA & (5€)3301-8543
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EXAMES

Esfregaco Dérmico-Baciloscopia Mitsuda no diagnéstico

Diagnastico Alta Administragio __ /[
Data da coleta / Data da coleta ) Leitura__ /__/

Data do resuitado: / __f  |Datadoresultado: ___/ [/

LD LE LD LE ONegativo mm

cD CE PO | 715 AN CE ___ | Opositivo mm

{R i & -LE o = i? A :-E o OFlutuante OUlcerado

H — s — (@ — Loeal | DOPerdeuLeitura DClUso de corticoide
— — s = R

AR s ONdo fez

Histamina !/ /  [ONegativo OPositivo ONao realizado

Bidpsia de Pele: OSimONdo __/__/ Baciloscopla: [ Negativo | Positivo

Descrigio:
1° Exame dermato-neurolégico: 0 Sim ONéo __ /  /
Observagdes:
2° Exame dermato-neurolégico: 0 8im DONao __ /  /
Observagdes:
Testes sorolégicos Testes moleculares
ML- FLOW @iy |/ /| ONegOPos____ | Swab bucal 1 1 |onegOpos__
Elisa Anti PGL (dagsostico) O Neg OPos | Swab nasal O Neg OPos
ML- FLOW (aisa) O Neg OPos | Esfregago déemico | _ / O Neg OPos
Elisa Anti PGL faies) O Neg OPos | Bidpsia de pele _f ONeg OPos
i Sangue /1 | ONegOPos___

Grau de Incapacidadenaalta: 00 O 02 [ Néo Avaliado

Saida Registro Ativo: __/__/

O Cura O Obito O Alta Estatistica O Erro Diagnéstico
[ ‘Transferéncia p/ mesmo municipios O Transferéncia p/ outro municipio Ol Transferéncia para Qutra UF

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido: O Sim O Nao

Observagies




enaranhGe

43.CREDESH

de volta oo krabaho

PROTOCOLO DE ABORDAGEM E SEGUIMENTO DE CONTATO EM HANSENIASE

Contato:

Caso indice: Prontuario:
Endereco: CEP:

Municipio: Data da abordagem: ___/___/ Tel:

Grau de Parentesco:

Tempo de Exposicio (meses):

Forma Clinica do Caso Indice:

Idade na Abordagem: Or 0Tt O1s ODT ODD ODV
Tratou anteriormente: { Y Nio( )Sim__ f_ J/  a Ovsp OVV

/¢ Localk

Tipo de Contato: OTR ODTR ODDR ODVE

OIntradomiciliar OExtradomiciliar

OIntradomiciliar -intimo

OOcupacional Olgnorado
Profilaxia BCG:
Oo O1 Oz2 ! !

1. Realizacio Exame Dermato Neurologico:

OHNPT 0O HNPDT [ HNPDD

OExtradomiciliar-intimo

Classificagio Operacional do Caso indice: OPB OOMB

Administragio da dose
1* Dose i i

2% Dose ! !

ONie O Sim: ! !

2. Realizacio Exame Dermato Neuroldgico: ONao OSim:_ /7

3. Realizacio Exame Dermato Neurologico: O Nio O Sim: / {

4. Realizacio Exame Dermato Neurolégico: ONéo O Sm:_ 7 [/

5. Realizacio Exame Dermato Neurologico: O Nio O Sim: / {

1. Mitsuda na abordagem: 2. Mitsuda na abordagem:

Administrado ___ /_ / Leitura___ /__ [ Administrado /7 Leitura___/___/
ONegativo rum OPositivo rum OMNegativo mm OPositivo mm
OFlutante OUkcerado OFlutuante OUlcerado

OPerdeu Leitura  OUso de corticoide  COINao fez OPerdeu Leitura  OUso de corticoide OINio fez

CREDESH: Av. Aspirante Mega, 77 - Bairro Jaragua - 38413-018 - Uberlandia-MG Tel/Fax (034) 3216-7879 www.credesh, ufu.br
LABGEM-UFMA: Avenida dos Portugueses, §/M - Balrro Bacanga - 65080-040 - 530 Luls-MA Tel [98)21098543
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Acompanhamento do Contato

Exames Moleculares no Exames
Seguimento Data Resultado Soroldgicos Data Resul tado

01 PCR Swab Bucal f ! . .

PCR Swab Nasal I MNeg Pos 01 Ml Flow b MNeg Pos _
02 PCR Swab Bucal ! ! . .

—_ ) 2 )

PCR Swab Nasal N MNeg Pos 02 Ml Flow I R MNeg Pos o
03 PCR Swab Bucal ! ! . .

PCR Swab Nasal N MNeg Pos 03 Ml Flow I R MNeg Pos o
04 PCR Swab Bucal ! ! . .

PCR Swab Nasal N MNeg Pos 04 Ml Flow I R MNeg Pos o
05 PCR Swab Bucal ! ! . - .

PCR Swab Nasal A MNeg Pos 05 Ml Flow I R MNeg Pos _
01 PCR Sangue T Neg Pos 01 ELISA T N Neg Pos o
02 PCR Sangue I T MNeg Pos 02 ELISA Y Y S MNeg Pos _
03 PCR Sangue I T MNeg Pos 03 ELISA b MNeg Pos _
04 PCR Sangue I Meg  Pos 04 ELISA b Meg  Pos _
05 PCR Sangue ! ! MNeg Pos 05 ELISA ! ! MNeg Pos

Situagio de Acompanhamento do Contato:
Em acompanhame nto
MNio compareceu ao acompanhamento anual !
Adoecen - PACIENTE ¥ fF
Adoeceu - PACIENTE Co-prevaléneia !
Acompanhado de 5 a 7 anos

Data de comparecimento (2° ano): ! !
Data de comparecimento (3" ano): / !
Data de comparecimento (4° ano): / !
Data de comparecimento (5" ano): / f
Assinatura do termo de consentimento para pesquisa? — Sim Mo

Observagoes:

CREDESH: Av. Aspirante Mega, 77 - Bairro Jaragua - 38413-018 - Uberlandia-MG Tel/Fax (034) 3216-7879 www.credesh. ufu.br
LABGEM-UFMA: Avenida dos Portugueses, 5/N - Bairro Bacanga - 65080-040 - S50 Luls-MA Tel (98)21098543
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Aplicagio de tecnologias moleculares, imunologicas e de geoprocessamento para a
caracterizaclio epideminldgica, diagndstico ¢ monitoramento da hanseniase em drca hiperendémica do
Maranhio.

Vocé estd sendo convidado (a) para parlicipar da pesquisa *“Aplicagdo de teenologias moleculares, imunoldgicas e de
geoprogessumento purd a caracterizagdo epidemiologica, diagnostico ¢ monitoramento da hanseniase em drea
hiperendémica do Maranh#o.”, sob a coordenagiio, no Maranhfio, da Dra, Silma Regina Ferreira Pereirs, professora
da Universidade I'ederal do Maranhdio, Esta pesquisa estd sendo desenvolvida juntamente com pesquisadores do
Centro de Referéncia Nacional em llanseniase e Dermatologia Sanitaria (CREDESH/UFU), com coordenagdo Geral
da Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart.

A hanseniase € causada por uma bactéria que pode ficar muitos anos incubada sem causar doenga na pessoa. Durante
o desenvolvimento da hanseniase as lesdes de pele sdo mais aparentes ¢ os nervos podem ser danificados. Quanto mais
demorado o diagndstico ¢ inicio do tratamento da doenga, maior serd o dano, A hanseniase tem cura, mas como n3o had
uma vacina especifica contra ela, ¢ muito importante que se possa identificar as pessoas sadias, mas que tenham a
bavtéria que causs a doenga, bem como vs contatos de pacientes que estejam no estagio inicial da infecgdo, para que
se possa definir os grupos que tenham maior risco de desenvelver a hanseniase.

Esperamos detectar em que estdgio de desenvolvimento se encontra a doenga no paciente. bem como definir os
possiveis pertadores sadios ¢ aqueles que ja estejam infectados com o bacilo entre 0s comunicantes, para seguimento
periddico pela equipe de satide a fim de prevenir o aparecimento da doenga nos familiares e diminuir o risco de
contagio da populacdo. Para isto, serdo coletadas amostras de sangue, raspado bucal, raspado nasal, raspado e biopsias
de pele. A equipe de satde dos municipios, sob a supervisio de um especialista em hanseniase, fara o diagnostico da
doenga, convidando os pacientes a participarem desta pesquisa conforme previsto neste Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarccido.

[spera-se que com ¢ste estudo seja possivel detectar em que estagio de desenvolvimento se encontra a doenga no
paciente, bem como definir os possiveis portadores sadios e aqueles que jd estejam infectados com o bacilo entre os
comunicantes, para seguimento periédico pela equipe de satde e pesquisadores. Isto permitird um tratamento precoce
a fim de prevenir o aparccimento da doenga nos familiares, diminuindo o risco de contégio da populagéio. Sua
participagiio trard o beneficio futuro para os pacientes que forem acometidos pela doenga.

(s comunicantes da cidade de Agailindia (MA) serdo convidados a receber tratamento com esquema ROM
{Rifampicina 600mg. sendo 2 cdpsulas de 300mg, Minociclina [00mg e Ofloxacina 400mg) em duas doscs
intercaladas por um mtervalo de um més. As criangas reeeberfio uma dose de 10mg/kg de peso corpdreo. Semente
receberdo esse tratamento os contatos, ou seus responsiveis legais, que assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. Apds um ano do tratamento, 0s contatos serdo reavaliados
clinicamente e realizardo novos exames para avaliar a auséncia ou presenga da bactéria.

A sua identidade ¢ seus dados pessoais serfo preservados. Vocé nfo terd nenhum Onus e ganho financeiro por
participar na pesquisa,

N#io ba riscos para 0 paciente na colela ou no uso de suas amostras. A participagdo nesta pesquisa pode trazer grande
beneficio aos portadores da doenga, pois facilitara o diagndstico precoce e a rapida intervengiio e tratamento, evitando
incapacidades e diminuindo as conseguéncias refacionadas a doenga. Vocé é livee para parar de participar a qualquer
momento sem nenhum prejuizo proprio.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido fivard com o senhor (&),

Qualquer divida a respeito da pesquisa o senhor {a) poderd entrar em contato com:

- Pesquisadores: Silma Regina Ferreira Pereira ¢/ou Serlyjane Penha Hermano Nunes — Departamento de Biologia, Universidade
Federal do Maranhiio, Campus Universitdrio do Bacanga, Sio Luis, Maranhdo. CEP: 65080-040; telefone (98) 3301-8543; e-mail:
silmarcginai@@yahoo,com.br ou serlyphni@yahoo.com.br.

- COMITE DE ETICA EM PESQUISA/UFMA: Sala 07, Bloco C, CEB Velho, Campus Universitario do Bacanga da UFMA.
Telefone: 2109-8708; c-mail:cepufmai@ufma.br.

de de 20 Pesquisador Responsavel;

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Nome do participante da pesquisa ou representante legal Assinatrea do participante da pesquisa ou representante legal



