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Resumo

A hanseniase ainda permanece como um grave
problema de satde publica no Brasil e em diversas re-
gioes do mundo. Dificuldades no diagnéstico resultam
em atraso no tratamento, aumento de casos severos da
doenga e maior frequencia de incapacidades. Ainda
ndo existe um teste sorolégico rotineiramente utilizado
no diagndstico da hanseniase. O objetivo deste estu-
do foi avaliar o potencial diagnéstico de trés antigenos
especificos do M. leprae: (i) LID-1 ou “Leprosy IDRI
diagnostic 17, uma proteina de fusdo das proteinas
recombinantes ML0405 e ML2331; (ii) NDO-HSA,
um conjugado formado pelo dissacarideo natural octil
(NDO), uma versao sintética do glicolipideo fendlico 1
(PGL-1) ligado a albumina sérica humana (HSA); e, (iii)
NDO-LID, um conjugado originado da combinagao de
LID-1 com o NDO. No presente estudo, foram tam-
bém analisados os niveis de IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-10,
IL-6, IL-4 e IL-2 ap6s estimulo de PBMC com os anti-
genos LID-1, NDO-LID and NDO-HSA em pacientes
com hansenifase MB (10) e PB (10) e individuos dos
grupos CPB (08) e CMB (09). Nossos resultados mos-
tram que com relagdo a contribuigdo das citocinas na
infeccao pelo M. leprae, os resultados demonstraram
que a producdo de IL-17 foi significativamente maior
no grupo PB apés estimulo com os antigenos LID-1,
NDO-LID e NDO-HSA. Além disso, a estimulo com o
antigeno LID-1 também levou ao aumento da produ-
cao de IFN, TNF e IL-2 neste mesmo grupo de indivi-
duos. Por outro lado, foi possivel observar que o grupo
MB apresentou maior producao de IL-6 apés estimulo
com LID-1, e IL-4 apds estimulo com LID e NDO-LID.
Esses resultados sugerem que testes sorolégicos basea-
dos na detecgao de anticorpos IgG, IgG1 e IgM podem
representar ferramentas Gteis no diagnéstico da hanse-
niase. Neste sentido, os resultados indicam um melhor
desempenho dos antigenos LID-1 e NDO-LID, em
comparagdo ao antigeno NDO-HSA. E que a pesquisa
de citocinas contra os antigenos em questao constitui
bons biomarcadores para a caracterizagdo das formas
clinicas de hanseniase.

Palavras-Chave: Hanseniase, Sorodiagndstico, protei-
nas recombinantes, LID-1, NDO-LID, NDO-HSA

Introducao

Apesar da queda da prevaléncia mundial ocor-
rida nos Gltimos anos, apés a instituicao do tratamen-
to através da poliquimioterapia (PQT) e do simples
diagnéstico, a hanseniase ainda constitui um relevante
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problema de salde publica, devido a sua magnitude
e seu alto poder incapacitante, atingindo principal-
mente a faixa etdria economicamente ativa (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2007; GOULART et al.,
2008; WHO, 2007).

Mesmo com a sua baixa contagiosidade, a doenga
continua a ser endémica, atingindo uma populagao es-
timada entre 10 e 15 milhdes de pessoas que vivem
em paises tropicais pobres (KUMAR; FAUSTO; ABBAS,
2005; SILVA, 2008; WHO, 2007).

O Ministério da Sadde define como caso de
hanseniase para tratamento a presenca de dois ou mais
desses sinais: lesdo de pele com alteragdo de sensibi-
lidade, espessamento neural e baciloscopia positiva
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

A hanseniase, ou doenca de Hansen, é uma
doenca infecciosa, cronica, granulomatosa, causada
por um microorganismo intracelular, o Mycobacterium
leprae (M. leprae), que afeta principalmente a pele, os
olhos e o tecido nervoso, causando lesdes cutianeas e
neuropatias, que podem levar a deformidades fisicas e
alteracoes funcionais (BRASILEIRO FILHO, 2006).

Suas caracteristicas clinicas e histolégicas irao
depender da resposta imunolégica do individuo in-
fectado ao M. leprae e que podem variar de uma
hanseniase tuberculoide a forma lepromatosa no outro
polo (WALKER; LOCKWOOD, 2006; LOCKWOOD;
COLSTON; KHANOLKAR-YONG, 2002).

A doenca, em sua forma inicial, é classificada
como grupo indeterminado, mal de Hansen forma
indeterminada (MHI), que pode regredir espontanea-
mente ou evoluir para uma das principais formas da
doenca: hanseniase tuberculoide, mal de Hansen for-
ma tuberculoide (MHT), hansenfase virchowiana, mal
de Hansen forma virchowiana (MHV) e hansenfase di-
morfa, mal de Hansen forma dimorfa (MHD), segundo
a classificacdo de Madri (AMADOR, 2004; ARAUJO,
2003; MENDONCA et al., 2008).

A hansenfase tuberculoide e a hansenfase vir-
chowiana sdo as duas formas polares e estaveis da
doenca. A primeira estd relacionada com forte res-
posta imunoldgica celular, e a segunda, com resposta
imunolégica celular deficiente. A hanseniase dimorfa
é uma forma clinica instavel, em que o paciente apre-
senta uma mistura de caracteristicas das duas formas
estaveis, podendo um mesmo individuo apresentar
episodios reacionais que variam em caracteristicas
clinicas das duas formas polares (ALVES et al., 2006;
AMADOR, 2004).

Na hanseniase tuberculoide (HT) ocorre uma
forte reagdo imunolégica mediada por células com

baixos niveis de anticorpos. O padrdo de respos-
ta imunoldgica das células T, que ocorre em alguns
individuos nesse polo, é dado pela diferenciagdo das
células T CD4+ naive, em células TH1, as quais ati-
vam fagécitos para eliminar microorganismos ingeridos
através da liberacdo do interferon gama (IFN-y), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2)
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

As células CD4+, na HT, serdo encontradas
principalmente dentro de granulomas formados por
macrdéfagos, que expressam CD68, e em seu processo
de fagocitose, as lisozimas e linfécitos sob a influéncia
das citocinas, particularmente o TNF-a. As células
CD8+ sao encontradas na superficie desses granulo-
mas (WALKER; LOCKWOOD, 2006; ABBAS; LICHT-
MAN, 2005; ARAUJO, 2003).

A resposta imunolégica ocorrida no polo lepro-
matoso se dd através de um grande nimero de anti-
corpos especificos, mas com fraca resposta mediada
por células ao M. leprae. O bacilo ird se proliferar
dentro dos macréfagos e seré detectado em grande
ndmero, resultando em lesdes de pele e tecidos subja-
centes (WALKER; LOCKWOOD, 2006; MENDONCA
et al., 2008).

Ha pouca formagdo de
diferenciacdo das células T CD4+ naive em células
TH2, apresentada por alguns individuos, promove a
producdo de IL-10, IL-4 e IL-13 o que acarretard na
inibicdo da ativagdo dos macréfagos, levando a uma
falha no controle da propagacao dos bacilos e uma alta
contagem de bactérias (ABBAS; LICHTMAN, 2005;
ARAUJO, 2003; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

O bacilo, em alguns individuos infectados, se
propaga para nervos periféricos onde seré fagocitado
por células de Schwann e macréfagos ocasionando o
dano neural ou neuropatia, responsavel pela instalagao

granulomas. A

de incapacidades fisicas nestes individuos (GOMES;
FRADE; FOSS, 2007).

A neuropatia periférica ocorre, entdo, como uma
doenca inflamatéria dos nervos, com uma patogénese
ndo muito bem compreendida, mas é evidente a
importancia do processo inflamatério na destruicao
das fibras nervosas (ANTUNES et al., 2006; GOULART;
PENNA; CUNHA, 2002).

Sendo o diagnéstico da doencga essencialmente
clinico, torna-se relevante a utilizagao de técnicas que
permitam uma melhor avaliagdo do espectro clinico
da doenca. A incorporacado de ferramentas para diag-
nostico contribui na identificagdo de potenciais casos
novos, entre contatos. Mais recentemente, a decodifi-
cagao do genoma completo do M. leprae, e o advento



de novas ferramentas de biologia molecular, tém per-
mitido a produgdo de proteinas recombinantes, e sua
avaliacdo como antigenos potenciais para o diagnosti-
co da hansenfase (GELUK et al., 2010, RICHARDUS e
OSKAM, 2015). O monitoramento dos contatos com
o auxilio dessas ferramentas subsidiard elaboracdo de
modelos que detectem individuos com maior risco de
adoecer e que precisariam de acompanhamento di-
ferenciado (DUPPRE et al., 2012; MARTINEZ et al.,
2011; CABRAL et al., 2013;). Dessa maneira, o princi-
pal objetivo do estudo foi avaliar a resposta imune hu-
moral e celular de pacientes com hanseniase e conta-
tos domiciliares utilizando proteinas recombinantes do
Mycobacterium leprae com potencial aplicagdo para o
diagnéstico da hansentase.

Metodologia
Populacao Estudada

A tabela 1 apresenta caracteristicos sociodemo-
graficos dos individuos incluidos no estudo. Foram in-
cluidos também no estudo, pacientes e contatos resi-
dentes na regido de Governador Valadares/MG. Casos
de hanseniase Multibacilar (n=10), casos de hanseni-
ase paucibacilar (n=10). Os casos de hansenfase fo-
ram diagnosticados pelo corpo técnico do Centro de
Referéncia de Doengas Endémicas e Programas Espe-
ciais (CREDEN-PES), Secretaria Municipal de Salde
de Gov. Valadares. O diagndstico ocorreu apés o exa-
me clinico de critérios dermato-neurolégico, com su-
porte laboratorial. Os pacientes foram agrupados de
acordo com o sistema de classificagdo Ridley-Jopling
de manifestagoes clinicas (Ridley & Jopling, 1966).
Todos os pacientes e controles deram um consenti-
mento por escrito. Os pacientes foram estratificados
em paucibacilares (PB) ao apresentar cinco ou me-
nos lesdes cutdneas e baciloscopia negativa, ou mul-
tibacilares (MB), ao apresentar mais de cinco lesdes
e/ou baciloscopia positiva, conforme descrito pela
classificagdo operacional adotada pela Organizacao
Mundial da Sadde (WHO 1991). Contatos familiares
(HHC) que residiam com pacientes com hanseniase
multibacilares (HHC-MB, n = 09) ou paucibacilares
(HHC-PB, n = 08) ou tinham residido com pacien-
tes com hanseniase cinco anos antes do diagnéstico
confirmativo foram selecionados e examinados por
médicos com formagao especifica. Onze (11) indivi-
duos saudaveis do residentes na regido leste de Minas
Gerais, sem histdria prévia de doenga micobacteriana
foram incluidos como controles endémicos (EC).

Foram critérios de inclusdo dos pacientes: diag-
néstico de hanseniase, de acordo com critérios do
Ministério da Salde; contatos intradomiciliares que
ndo possufam sinais e sintomas clinicos de hanseniase;
controles sadios sem histéria prévia de hanseniase ou
contato com pacientes hansenianos; fornecer/assinar
TCLE. Os critérios de exclusao foram: disfuncdo hepa-
tica/alcoolismo, diabetes melitus, gravidez, pacientes
HIV-positivo e uso de drogas imunossupressoras.

Tabela 1: Caracteristicas dos participantes do estudo

Grupos n Sexo Idade em anos

(M/F) (media)
Gov. Valadares

Pacientes - PB 10 7/3 12-68 (43.6)
Pacientes - MB 10 4/6 47-66 (55.5)
Contato de PB (CPB) 08 5/3 7-60 (39)
Contato de MB (CMB) 09 3/6 13-56 (31.2)
Controle Endémico (EC) 11 477 11-74 (43.25)
Total 48 23/25 7-74 (42.51)

Coleta de dados e Exame Clinico

Para obtencao de informagdes relativas aos parti-
cipantes do estudo, que permitiram melhor caracteri-
zagao da populagao, foram coletados dados fornecidos
pelo SINAN, e prontudrios clinicos. Todos os partici-
pantes do estudo passaram por exame clinico para o
diagnéstico de hansenfase, que é baseado em um ou
mais dos trés sinais: manchas hipocrémicas ou averme-
lhadas com perda de sensibilidade, nervos periféricos
espessados e exame bacterioscopico para deteccao de
bacilo alcool-acido resistente (BAAR) em esfregacos de
pele ou bidpsia de lesdo, segundo protocolo preconi-
zado pelo Ministério da Sadde (BRASIL, 2010). Ap6s o
exame clinico a prescricdo de BCG é feita de acordo
com as normas do Ministério da Satde.

Coleta de sangue.

As amostras de sangue dos participantes do es-
tudo foram coletadas por profissionais qualificados da
area de salde, respeitando as técnicas de biosseguran-
ca, tais como uso de luvas, material estéril e descarta-
vel. Foram coletados 30 ml de sangue utilizando tubos
estéreis a vacuo e descartaveis (VACUTAINER, Grand
Island, NY, USA), para os ensaios sorolégicos de detec-
¢ao de anticorpos e citocinas.

Os soros foram obtidos por meio de centrifuga-
¢do de amostras de sangue a 800g por 10 min a 40C.
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As amostras de soro foram acondicionadas a -200C em
aliquotas de Tml e utilizadas posteriormente para de-
terminacado dos isotipos especificos e citocinas.

Antigenos

No presente tratalho foram utilizados os antigenos
NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID, gentilmente cedidos
pelo Dr. Malcon Duthie, do Infectious Disease Resear-
ch Institute (IDRI), Seatle, USA. Os antigenos utilizados
foram diluidos inicialmente em dgua ultra“pura e esto-
cados a -20 °C, até serem usados nos ensaios.

Deteccao da producao de citocinas
pelo método CBA

Amostras de 5 ul dos soros dos participantes do
estudo, foram utilizadas para quantificagao de citocinas
por meio do método “cytometric bead array” (CBA).
Os reagentes utilizados nesta etapa foram provenientes
dos kits (“Human chemokine - kit 1” e “Human Th1/
Th2 cytokine kit 11”) adquiridos da Becton Dickinson.
Em cada tubo com essas aliquotas foram adicionados
20 ul de diluente G. Posteriormente, as amostras rece-
beram 3ul de cada reagente, para marcar a presenca
de cada citocina (IFN-y, TNF-a, IL.-4, IL-6, IL-10, IL-2,
IL-17), e em seguida os tubos foram lavados com 500
ul de reagente F e centrifugados a 1300 rpm durante
7 minutos. Em cada tubo os sobrenadantes provenien-
tes dessa centrifugagdo foram aspirados com bomba a
vacuo, restando aproximadamente 100 ul de amostras
marcadas. Foram adicionados 18 ul de revelador (re-
agente B) em cada amostra, para incubagdo a tempe-
ratura ambiente por 1 hora e 30 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram novamente lavadas, cen-
trifugadas e aspiradas nas mesmas condigOes citadas
acima. Em cada tubo foram colocados 100 ul de rea-
gente F para leitura no citdbmetro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickinson). Apés a leitura dos tubos conten-
do padroes e amostras, os dados foram analisados no
software BD CBA Isotype Analysis (Becton Dickinson),
onde os valores serdo representados em concentragao
(pg/ml) de cada citocina.

Andlise estatistica

A comparagdo das medianas entre os grupos foi
realizada, para cada antigeno, através do teste nao pa-
ramétrico Mann Whitney U, como apropriado. Valores
de p < 0,05 foram considerados indicativos de dife-
renga estatfstica significativa entre os grupos estudados.

Resultados

Producao de citocinas em resposta as proteinas re-
combinantes LID-1, NDO-LID e NDO-HSA

As protefnas recombinantes LID-1, NDO-LID e
NDO-HSA foram utilizadas para induzir a produgao
de citocinas em PBMC de pacientes com hanseni-
ase Paucibacilar (PB), Multibacilar (MB), contatos
intradomicilares de pacientes Paucibacilares (CPB)
e Multibacilares (CMB), bem como em controles en-
démicos (CE). A produgao de IL-17, IFN-y, TNF-q,
IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2, foi avaliada no sobrenadante
de cultura de PBMC, utilizando o método CBA. A
figura 5 (préxima pagina) mostra que as proteinas
recombinantes LID-1 e NDO-LID foram capazes de
estimular alta produgdo de IL-17, em pacientes PB,
em comparagdo com os demais grupos estudados.
A produgdo de IL-17 frente a proteina NDO-HSA
foi significativamente maior no grupo PB, quando
comparado com o grupo MB. Interressantemente,
observa-se também alta produgao de IFN-y e TNF-a
(figura 5), no sobrenadante de cultura de PBMCs
de pacientes PB, estimulados com LID-1, compa-
rando com os resultados obtidos de pacientes MB.
A produgdo de IL-2 (figura 5) em pacientes PB, foi
também maior frente ao estimulo com os antigenos
LID-1 e NDO-LID, em comparagao com o grupos de
pacientes MB (p < 0,05).

A produgao de IL-6 (Fig. 6 - préxima pagina ),
no sobrenadante de cultura de PBMC de pacientes
MB, estimulados com LID-1, foi significativamente
maior, quando comparado com pacientes PB. Além
disso, houve alta produgao de IL-4 frente aos esti-
mulos com LID-1 e NDO-LID, em pacientes com
hanseniase MB.

Em conjunto esses resultados sugerem a possi-
bilidade de uso dessas proteinas recombinantes para
avaliacdo da resposta celular. Além da discriminagao
entre grupos de individuos com hansenfase Multibaci-
lar e Paucibacilar, o que pode auxiliar na diagnéstico
e classificagdo das formas clinicas da doenga. Soma-se
a isso, a possibilidade de encontrar entre os contatos
intradomiciliares, individuos com predisposigao ao de-
senvolvimento da hanseniase.
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Figura 5: Produgéo de IL-17, IL-2, IFN-y e TNF-a por PBMCs estimulados com LID-1, NDO-
LID e NDO-HSA (2ug/ml) em individuos controle edémico (CE), pacientes com hanseniase
paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), contatos intradomiciliares de PB (CPB) e MB (CMB).
As barras representam as medianas. *p < 0.05.
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Figura 6: Produgao de IL-4, IL-6 and IL-10 por PBMCs estimulados com LID-1, NDO-LID e
NDO-HSA (2ug/ml) em individuos controle edémico (CE), pacientes com hanseniase
paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), contatos intradomiciliares de PB (CPB) e MB (CMB).
As barras representam as medianas. *p < 0.05.
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Discussao

Em um estudo realizado por SAMPAIO et al.,
2011, os autores sugeriram que possiveis testes diag-
nosticos devem considerar a capacidade de proteinas
recombinantes de M. leprae de induzir respostas ce-
lulares, visto que segundo o espectro imunoldgico da
doencga, individuos com hansenfase paucibacilar apre-
sentam pouca resposta humoral e alta resposta imune
celular. De acordo a literatura, os pacientes PB e os
seus contatos apresentam predominio da resposta imu-
ne do tipo Th1 e baixa resposta do tipo Th2, havendo
reduzida carga bacilar (SAMPAIO et al., 2011; RADA
et al., 2012; KUMAR et al., 2014). Em concordancia,
notamos que os grupos PB e CPB apresentaram uma
baixa deteccao de anticorpos. Desta forma, testes para
avaliagdo da resposta imune celular, como a determi-
nacao de IFN-y, sdo, em tese, mais indicados que os
testes sorolégicos, para a identificagdo precoce dos pa-
cientes PB e seus contatos. A hansenfase tuberculdide
é caracterizada por uma forte resposta das células de
tipo Th1 com les6es localizadas, enquanto a hansenia-
se lepromatosa é marcada por sua anergia seletiva de
células T ao Mycobacterium leprae levando a doenca
disseminada e progressiva (SAINI et al., 2013). Diante
dessas informagoes, nesse estudo foi analisada resposta
imune celular dos individuos com base na produgao
das citocinas IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e
IL-2 por meio da técnica de CBA.

Observou-se que os antigenos LID-1, NDO-
-LID e NDO-HSA foram capazes de estimular pro-
dugdo significativa das citocinas IL-17, IFN-y, TNF-a
e IL-2 em pacientes com hansenfase Paucibacilar
(PB). Visando desenvolver um método diagnéstico
para hanseniase PB, diversos estudos tem utilizado
a deteccdo de IFN-y como marcador de imunida-
de celular apés estimulo de células sanguineas com
proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos do
M. leprae. Corroborando com os achados do estudo
atual, tem sido mostrado que a secrecao de IFN-y
em resposta a proteinas e peptideos do M. leprae é
observada tipicamente em pacientes TT/BT, contatos
domiciliares e em alguns controles saudaveis de areas
endémicas que foram expostos/infectados pelo M.
leprae (ARAOZ et al., 2006; DUTHIE et al., 2008a;
GELUK, 2013a;2013b; GELUK et al., 2012; GELUK
etal., 2005; GELUK et al., 2009; GELUK et al., 2010;
SAMPAIO et al., 2011). Saini et al., (2013), mostraram
frequéncia aumentada de células Th17, produtoras
de IL-17 em pacientes com hanseniase tuberculoide.

As células Th17 sdao uma subpopulagao de lin-
focitos T CD4+ que desempenham importante papel
na defesa do hospedeiro contra infecgdes bacterianas
e flingicas. Entre as formas clinicas da hansenfase, as
citocinas IL-17, IL-21, IL-22 e o fator de transcrigao
RORC (retinoic acid-related orphan nuclear hormone
receptor C) apresentaram maior expressao em pacien-
tes com hansenfase TT do que em pacientes LL. Este
estudo sugere que as células Th17 atuam como uma
via alternativa de diferenciagao celular para o controle
da carga bacilar em pacientes que foram incapazes em
montar uma resposta Th1 ou Th2 (SAINI et al., 2013).

O estudo demonstrou claramente um perfil de
citocinas inflamatérias (IL-17, IFN-y, TNF-a e IL-2) pro-
duzidas no sobrenadante de cultura de PBMC de indi-
viduos com hansenfase tuberculéide. Diferentemente
do observado em pacientes com hansenfase multibaci-
lar, que apresentaram produgdo aumentada de citoci-
nas IL-6 e IL-4, caracterfsticas da resposta Th2.

Em resumo, nossos dados sugerem que producao
de 1gG e 1gG1 anti LID-1 e NDO-LID por ELISA, em
pacientes multibacilares, bem como o uso dos antige-
nos LID-1, NDO-LID e NDO-HSA para a avaliagao da
resposta imune celular em pacientes paucibacilares,
pode auxiliar na identificagdo de populagdes em risco
de desenvolver hanseniase. Em areas endémicas para
hansenfase é essencial a utilizagdo de ferramentas que
auxiliem no diagnéstico clinico. De acordo com os re-
sultados e a facil execugao de testes soroldgicos, ¢ inte-
ressante considera-los com potecial para discriminagao
de individuos doentes de uma populagao sadia em risco
de adoecimento e consequente controle da doenca.
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