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Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

1 INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca cronica infecciosa de notificacdo compulsoria; integra o
grupo das doencas estigmatizantes e negligenciadas. Tem como uma das principais
caracteristicas, o polimorfismo, tanto do ponto de vista clinico como laboratorial. Seu agente
etioldgico, Mycobacterium leprae, continua despertando o interesse dos pesquisadores em

relacdo aos seus aspectos estruturais e sua relacdo com a resposta imunolégica do hospedeiro.

O diagndstico da hanseniase com base nos sinais cardinais clinicos de lesbes
cutaneas, como alteracGes de sensibilidade e espessamento dos nervos periféricos, € uma
norma do Ministério da Saude, o qual simplificou bastante a classificacdo da doenca visando
facilitar o diagnostico e tratamento no campo da salde publica e consequente aumento da
extensdo de cobertura e controle da doenca (YAWALKAR, 2002). No entanto, em virtude da
complexidade da doenca, algumas dificuldades no diagnostico clinico existem; uma delas é a
avaliacdo de alguns casos mais complexos que apresentam sinais clinicos menos expressivos.
Outra, diz respeito a identificacdo de infecgcdes subclinicas que sdo provaveis responsaveis
pela manutencdo da cadeia de infecg@o ao longo do tempo e carecem de recursos que auxiliem
na descoberta (SAUNDERSON; GROENEN, 2000; BARROS; OLIVEIRA, 2000; BRITO;
XIMENES; GALLO, 2008).

Os critérios convencionais para confirmacdo laboratorial do diagndstico clinico de
hanseniase sdo constituidos pelos exames baciloscopico e histopatolégico, 0s quais sao Uteis,
porém, muitas vezes, chegam a ndo ser caracteristicos gerando duvidas, além do que, essas
técnicas sdo invasivas compostas de varias etapas e podem apresentar limitacdes operacionais,
possibilitando a existéncia de erros (OLIVEIRA; CAVALIERE; MACIEIRA; BUHRER-
SEKULA, 2008).

Apo0s a identificacdo que o anticorpo IgM é um marcador imunobiolégico contra o
antigeno especifico do M. leprae, PGL-1, surgiu nova possibilidade de identificar infeccdo
sub-clinica em individuos expostos ao M. leprae, sem sinais clinicos da doenca, através da
sorologia pelo método ELISA, assim como auxiliar em outras necessidades de
complementacdo clinica (BRETT, et al., 1984 ; BARROS; OLIVEIRA, 2000; BRITO;
XIMENES; GALLO, 2008).
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No Brasil, onde a hanseniase ainda persiste com elevados coeficientes de deteccao,
inclusive em menores de quinze anos, em especial nas Regides Norte e Centro-Oeste (ILA,
2002; BRASIL, 2010), os profissionais de saude que lidam com esses pacientes ainda
encontram dificuldade na avaliacdo de alguns casos mais complexos que apresentam sinais
clinicos menos expressivos da doenca, necessitando muitas das vezes do apoio laboratorial,
inclusive da sorologia (ILA, 2002; BRITO; XIMENES; GALLO, 2008.).

Os resultados de estudos soroepidemioldgicos, para hanseniase, utilizando testes
sorol6gicos como o anti-PGL-1 pelo método Elisa, realizados no Estado do Pard, onde os
municipios, em sua maioria, alcancam patamares de elevada endemicidade, podem ser
comprometidos pela auséncia de definicdo local de parametros dos niveis de anticorpos
especificos anti-PGL-1; assim como, as avaliacdes e 0 seguimento de casos de pacientes
reacionais e suspeitos de recidiva, ou de doentes e infectados sem sinais clinicos, uma vez que
autores defendem a posicdo de que o ponto de corte, entre positivos e negativos, deve ser
encontrado a partir de uma populacdo de doadores ndo contato de hanseniase da propria area
de estudo para possibilitar comparabilidade (MENZEL, 1987; FOSS; CALLERA;
ALBERTO, 1993). Nesse sentido, considera-se pertinente o conhecimento do comportamento
soroldgico dos anticorpos anti-PGL-1( IgM) entre doadores de sangue de areas endémicas do

Estado do Pard, e a partir dai determinar ponto de corte especifico para essas areas endémicas.

A justificativa deste trabalho se ap6ia na necessidade de descrever o comportamento
soroldgico de anticorpos especifico, IgM, anti-PGL-1 em doadores de sangue de areas de
elevada endemicidade do Estado do Para, e na possibilidade da identificacdo de ponto de corte
para o teste anti PGL-1, que expresse o status imunoldgico relacionado a endemicidade nessas
areas. Tal identificacdo podera contribuir para melhor definicdo de casos de hanseniase e

acoes de vigilancia.

O estudo parte das seguintes hipdteses: 1. Existe correlacdo entre o comportamento
soroldgico anti-PGL-1 na populacdo sadia dos municipios estudados e o0s niveis de
endemicidade em hanseniase 2. Existe diferenca entre o ponto de corte encontrado em outros

estudos e o ponto de corte que defina o status imunoldgico da populacéo do Para.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Descrever o perfil sorologico dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 de individuos
sadios oriundos de areas endémicas em hanseniase do Estado do Pard, pelo método de ELISA,

e sua correlacdo com niveis de endemicidade locais.

2.2 ESPECIFICOS

e Conhecer os niveis sorologicos de anticorpos (IgM) anti-PGL-1 da populacédo estudada;

e Correlacionar a média dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 com variaveis independentes
como: sexo, idade e vacina BCG, para avaliar a influéncia dessas variaveis no perfil dos

anticorpos anti-PGL-1 na populacéo estudada;

e Auveriguar taxas de soropositividade e soroprevaléncia anti-PGL-1 em relacdo as gradacoes
de endemicidade das areas do estudo utilizando ponto de corte 0,20, pardmetro este utilizado

em outros estudos no Brasil;

¢ Identificar valores de ponto de corte para o teste anti-PGL-1, método ELISA, nas amostras
de sangue dos doadores das areas estudadas segundo: média geral global dos niveis de anti-

PGL-1, média dos niveis de anti-PGL-1 por hemocentro e por municipios;

e Analisar o0 comportamento da soropositividade, com base no ponto de corte geral global,
em relacdo aos dados demograficos (sexo e idade) e vacina BCG, relacionando-0 com 0s
niveis de endemicidade das areas do estudo, e comparar esses resultados com os obtidos com
base no PC de 0,20.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HANSENIASE: CONSIDERACOES GERAIS

A hanseniase caracteriza-se por ser uma doenca infecciosa cronica, cujo agente
etioldgico € o Mycobacterium leprae, que pode afetar a pele, nervos periféricos, mucosa do
trato respiratério, olhos e outras estruturas (JOPLING; MC DOUGALL, 1991). O homem é
reconhecido como a principal fonte de infeccdo e 0 mais importante reservatorio para salde
publica. A principal forma de transmissdo acontece pelas vias aéreas superiores entre pessoas
que tenham contato direto com um portador ndo tratado. E reconhecida como doenca de
amplo espectro clinico e imunopatoldgico (GROSSI, 1987; LOMBARDI, 1990; JOPLING;
MC DOUGALL, 1991).

Por ser uma doenca polimorfica, o diagnostico tem por base o conhecimento e
entendimento do conceito espectral da doenca que possibilita a relacdo entre o curso clinico
evolutivo e a extensdo do comprometimento neural, caracteristico de cada forma clinica. Tal
peculiaridade motivou a elaboracdo de diversas classificacdes. A classificacdo oficial mais
utilizada em campo no Brasil é a de Madri que surgiu durante o VI Congresso Internacional
de Leprologia em 1953 que classificou a hanseniase com base em critérios clinicos e
baciloscopicos em dois tipos estaveis, também denominados de pdélos tuberculdide ( T ) e
virchowiano (V') e em dois grupos considerados instaveis, o indeterminado (1) que é tido
como a forma inicial da doenca e o dimorfo ( D ) que é a forma intermediaria
(OPROMOLA, 2000; BRASIL, 2002; TALHARI et al., 2006; WHO, 2007).

A hanseniase indeterminada (HI) é considerada como o primeiro tipo a surgir e
causar manifestacbes clinicas, tais como, formigamento que pode evoluir para anestesia;
mancha hipocrémica que pode ser uma Unica lesdo ou chegar até seis, acompanhada ou néao
de perda de anexos (pélos, glandulas sudoriparas e sebaceas). O transcurso desta forma clinica
esta relacionado ao tipo de defesa do organismo do individuo, podendo evoluir para cura ou
para outra forma clinica benigna, ou seja, ndo transmissivel representada pelo polo
tuberculdide (TALHARI; NEVES, 1997; TALHARI et al., 2006; BRASIL, 2009, BRASIL,
2010).
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A hanseniase tubercul6ide apresenta como manifestacéo clinica, lesdo dermatoldgica
em forma de placas hipocromicas ou eritematosas de bordas bem delimitadas, cujo
crescimento é centrifugo, lento, observando-se em consequiéncia, descamacéo das bordas e
aspecto tricofitdide. Hanseniase virchowiana (HV) é a forma transmissivel, os bacilos vao se
alojar nas regides frias como pele, olhos, testiculos e troncos nervosos. As lesdes sdo, em
geral, simétricas em tronco e face, o paciente apresenta perda de pélo, madarose e infiltracdes,
além de outros comprometimentos sistémicos. A hanseniase dimorfa (HD), devido a
instabilidade imunoldgica, oscila entre os dois polos tubercul6ide (T) e virchoviano (V), pode
apresentar lesbes de pele bem delimitadas e, a0 mesmo tempo ter lesdes infiltradas e mal
delimitadas, sendo considerada multibacilar (TALHARI; NEVES, 1997; TALHARI et al.,
2006; BRASIL, 2009, BRASIL, 2010).

A segunda classificacdo foi criada por Ridley e Jopling (1966), adota subgrupos
dentro do espectro, ou seja, subdivide a hanseniase em cinco formas, leva em consideracédo
aspectos clinicos e bacterioldgicos, como também, imunolédgicos e histopatolégicos da
doenca, é utilizada em estudos imunoldgicos para publicacdes cientificas. Os grupos sao:
Tuberculdide-Tuberculdide (TT) e Lepromatoso-Lepromatoso (LL); o0s subgrupos:
Borderline-Tuberculéide (BT), Borderline-borderline (BB), Borderline-Lepromatoso (BL)
(RIDLEY; JOPLING, 1991).

Pela necessidade de expansdo da campanha de eliminacdo da hanseniase, a OMS
(1982) prop6s uma terceira classificagdo que favorece o trabalho de campo, dando um
direcionamento mais pratico dentro da salde puablica criou critério exclusivamente clinico,
tendo como base o0 nimero de lesdes na pele e nervos espessados, a saber: paucibacilares (PB)
até cinco lesbes sem infiltracdo e multibacilares (MB) mais de cinco lesdes, ou, até cinco se
infiltradas. A baciloscopia, quando solicitada e positiva, classifica o caso como MB
independente do nimero de lesdes. Os pacientes com doenca hansénica do tipo neural pura
serdo considerados paucibacilares quando apresentarem um dnico tronco nervoso envolvido e
multibacilares quando existirem dois ou mais troncos afetados. No Brasil, o Ministério da
Salde passou a adotar essa norma em 2000, através da portaria 1.073 de 26 de setembro de
2000 (WHO, 1982; OPROMOLA, 2000; BRASIL, 2010).
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3.2 CARACTERISTICAS DO MYCOBACTERIUM LEPRAE.

O M. leprae ou bacilo de Hansen € um patdgeno intracelular obrigatorio nédo
cultivavel in vitro até os dias atuais. Foi o primeiro microrganismo a ser identificado como
agente etiologico de uma doenga humana, é capaz de infectar grande nimero de pessoas (alta
infectividade), mas, poucos adoecem (baixa patogenicidade). O periodo de incubacéo ¢ longo,
em virtude de se reproduzir de maneira binaria simples, uma média de 13 a 14 dias, sendo
necessarios alguns anos para que possa atingir carga bacilar suficiente para expressar a doenca
clinicamente (HARBOE, 1985; TALHARI et al., 2006; BRASIL, 2010).

As tentativas de cultivo em meios artificiais ainda ndo obtiveram sucesso;
experiéncia em camundongos (técnica de Shepard, 1960) identificou, que o M.leprae
multiplica-se em um periodo de seis a oito meses, atingindo um platé e decrescendo em
seguida, de acordo com o estado imunoldgico da cobaia (JOPLING; MC DOUGALL, 1991).

O Micobacterium leprae (Figural) pertencente a classe Corynebacterineae e familia
Mycobacteriaceae. Apresenta-se nos tecidos humano como um bastonete reto ou ligeiramente
encurvado, medindo aproximadamente 1 a 8 mm de comprimento por 0,2 a 0,5 mm de
diametro (REES et al., 1994). E um bacilo gram positivo e alcool-acido resistente quando
corado pelo método de Ziehl- Neelsen. A localizacdo das lesdes hansénicas no corpo dos
pacientes (pele, mucosas e nervos periféricos) sugere que o bacilo tem preferéncia por
temperaturas menores que 37" C, onde as células-alvo sdo macrdfagos na pele, e as células de
Schwann que formam a bainha de mielina dos nervos periféricos (DRAPER, 1986; JOPLING;
MC DOUGALL, 1991; LOMBARDI, 1990).

Figura 1- M. Leprae ou bacilo de Hansen

L2

Fonte: Levy, B. Portifolio. Hanseniase, 2012.
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Estruturalmente o envelope deste patdgeno, assim como, o de outras micobacteérias,
estd dividido em duas partes: membrana plasmatica e parede celular (Figura 2). A primeira é
constituida por uma bicamada fosfolipidica classica, cuja caracteristica principal, € a presenca
de glicolipidios peculiares como a lipoarabinomanana (LAM) e a lipomanana (VISSA,
BRENNAN, 2001). A parede celular apresenta espessura em torno de 20nm, formada por
peptideosglicanos ligados a cadeias polissacarideas que ddo suporte aos acidos micdlicos
semelhante a outras micobactérias. Contornando a parede celular existe uma estrutura
denominada capsula, rica em lipidios, principalmente os &cidos micolicos, que confere ao
bacilo a propriedade alcool-4cido resistente (Método de Ziehl-Neelsen) (JOPLING;
McDOUGALL, 1991). Aos lipideos também é imputada a responsabilidade pela formacéo da
zona elétron transparente e pelo aspecto espumoso observado no interior de macréfagos de
pacientes virchovianos (BRITTON, 1983).

Figura 2 - Envelope celular do M. leprae

N

e Nam
|

[

Fonte: Vissa; Brennan, 20

Na parede celular de M. leprae encontra-se o glicolipidio fenolico-1 (PGLI), descrito
por Hunter e Brennan em 1981, que é um componente majoritario e exclusivo do envoltério
externo de M. leprae. Esta envolvido na imunogenicidade e patogenicidade na infeccdo por
M. leprae, além de induzir uma grande producgdo de anticorpos anti-lgM em pacientes, e esta
relacionado a carga bacteriana do individuo, despertando entéo interesse no que diz respeito a
sua utilizacdo no diagnostico precoce da hanseniase (HUNTER; BRENNAN, 1981).
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O genoma do M. leprae foi sequenciado por Cole et al. (2001), com 1.600 genes
caracterizados. Se comparado aos 3.959 genes do M. tuberculosis pode ser considerado
pequeno, fato que poderia justificar, segundo os pesquisadores, o crescimento lento do bacilo

de Hansen.

3.3 EPIDEMIOLOGIA

Ap6s a implantacdo da polioquimioterapia (PQT/OMS, 1982), aconteceram
mudangas importantes na situacdo epidemioldgica da hanseniase a nivel mundial relacionadas
com a taxa de prevaléncia que declinou em torno de 85%; relacionadas ao nimero de pessoas
que foram tratadas e curadas, em torno de 9.8 milhGes e também ao numero de paises onde a
hanseniase ainda é problema de salde publica, que passou de 122 para 24 paises. Todo esse
avanco impulsionou uma meta proposta pela OMS, que seria reduzir a prevaléncia da
hanseniase para menos de 1 caso em cada 10.000 habitantes até o ano de 2000 (WHO, 1999;
ANDRADE, 2006).

A despeito dos esforcos empregados na tentativa de alcancar a eliminacdo da
hanseniase, como problema de sadde publica, em alguns paises endémicos como india, Brasil,
Madagascar, Nepal, Mocambique, Guinéia, Nigéria, Myamar e Etiopia, a meta ndo foi
alcancada (WHO, 2007). No ano de 2008, foram detectados 249.007 novos casos em 121
paises; em 2009 a prevaléncia na popula¢do mundial foi de 213.036 casos (WHO, 2009).

O grande ndmero de casos de hanseniase registrados no Brasil continua
posicionando-o num incdmodo segundo lugar no mundo, o primeiro é a india (WHO, 2011).
Contribuem para essa realidade, principalmente, as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste,
onde foram identificados conglomerados de casos novos de hanseniase (clusters) e indicios de
transmissao ativa (PENNA, 2008) (Figura 3). Diante desse cenario, a OMS propbs mudancas
na meta de eliminagdo da hanseniase, o indicador de prevaléncia foi substituido pelo
indicador de casos novos (BRASIL; OMS, 2008; WHO, 2011).

Somando-se a essa iniciativa nova estratégia surgiu em 2009, foi criada a taxa de
casos novos com grau 2 de incapacidade por 100.000 habitantes para monitorar 0 progresso

do controle da doenga, visando com isso, reduzir o diagnostico de casos com grau de
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incapacidade 2 (deficiéncias visiveis) em todo mundo em pelo menos 35% até o final de 2015
em comparacéo a linha base 2010. E esperado que ocorra implementacdo de atividades que
reduzam atrasos no diagndstico e tratamento com a poliquimioterapia em cada pais e regido
(WHO, 2010).

Em 2009, o Brasil detectou 37.610 casos novos, sendo 2.699 (7.1%) em menores de
quinze anos. Em 2010 o numero de casos novos foi 34.894, dos quais 14.263 foram

multibacilares, 2.461 foram criancgas e 2.241 com grau 2 de incapacidade (WHO, 2011).

Em 2010 foram realizadas analises de casos notificados em 2007 a 2009 que
confirmaram os clusters ja existentes e identificaram o aparecimento de novo e grande cluster
que abrange a regido metropolitana de Fortaleza e Oeste do Rio Grande do Norte (Figura 4).
O que indica a necessidade de implementacdo de estratégias em conformidade com a

especificidade das regides brasileiras (WHO, 2011).

Figura 3- Clusters de casos novos/2008 Figura 4 - Clusters de casos hovos em 2009

Fonte: Penna, 2008. Fonte: Penna et al., 2009

Apesar dessa realidade foi observado que, na Ultima década, houve reducdo do
coeficiente de alguns indicadores epidemiolégicos importantes de hanseniase no Brasil, como
por exemplo, o coeficiente de deteccdo em menores de 15 anos por 100 mil habitantes, que
em 2000 era de 6.72 e reduziu para 5.22 em 2011. Resultado satisfatério, uma vez que esse
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coeficiente reflete a existéncia de casos indices desconhecidos na populagdo geral, que estdo

contaminando pessoas muito jovens (BRASIL, 2012).

Contribuem para a reducdo dos indicadores epidemioldgicos as recomendacfes do
Ministério da Saude que envolve a descoberta de casos novos atraves da deteccdo ativa e
passiva de contatos intradomiciliares (BRASIL, 2010), e o uso da vacina BCG em contatos
intradomiciliares sem sinais clinicos da doenca, independente da forma clinica do caso indice.
A vacina tem a finalidade de estimular a resposta imunoldgica celular, que é eficaz no
combate ao bacilo de Hansen (BRASIL, 2010).

Atualmente o foco dos programas ndo € mais a eliminacao da doenca e sim a redugao
da taxa de casos novos com grau 2 de incapacidade por 100 mil habitantes até o final de 2015
(WHO, 2011a). Modelos matematicos fazem projecdo que para 2020 aproximadamente um
milhdo de pessoas serdo portadores de incapacidade grau 2 (RICHARDUS; HABBEMA,
2007).

3.3.1 Situacdo epidemioldgica da hanseniase na Amazénia

A Amazénia é a maior floresta tropical Umida do planeta e com a maior
biodiversidade, possui uma é&rea de 5,5 milhdes de Km? que abrange nove paises: Brasil, Peru,
Bolivia, Equador, Suriname e Guiana Francesa. No Brasil, a Amazobnia legal se estende por
nove Estados brasileiros: Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Para, Roraima, Rond6nia,
Tocantins e parte do Mato Grosso. Na Regido Norte a Amazénia é cortada pela linha do
Equador, o clima é equatorial predominantemente quente e Umido, com temperaturas que
oscilam entre 21° C e 42 °C, a média é de 29°C a 32°C. A grande umidade favorece a
formacdo de nuvens que precipitam em forma de chuva, em geral abundantes. O
desenvolvimento econémico e social da regido ocupa o ultimo lugar no ranking nacional,
realidade que se manifesta nos indicadores de salde que sdo pouco favoraveis, principalmente

pela alta incidéncia de malaria e hanseniase, entre outros (IBGE, 2010; INPE, 2012).

Por sua vez a hanseniase tem parte de sua histdria epidemioldgica, e particularmente
sua distribuicdo geogréfica ligada a areas de clima tropical, ou seja, elevadas temperaturas e

intensas precipita¢cdes pluviométricas. Os casos novos de hanseniase acontecem, em sua
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maioria, em paises de clima tropical como o Brasil, India, Madagascar, Myamar e
Mocambique entre outros. Entretanto, essa doenca ja apresentou incidéncia elevada em
regidbes com clima temperado e frio, seu desaparecimento dessas areas foi associado a
mudanca do perfil socio-econémico da populagdo que possibilitou elevacdo da qualidade de
vida em todos os setores essenciais (MAGALHAES; ROJAS, 2007). Estudos
epidemioldgicos apontam uma associacdo da hanseniase com condigdes desfavoraveis de vida
relacionadas a fatores econémicos, sociais (higiénico-sanitarias) e biolégicos, em virtude da
grande maioria dos portadores de hanseniase viver em condi¢Bes precarias de habitagdo,
higiene e nutricdo (TALHARI et al., 2006; WHO, 2007; MAGALHAES; ROJAS, 2007).

Nesse sentido, a Amazbnia tem todas as caracteristicas climaticas para o
desenvolvimento do M. leprae, além de caracteristicas sociais como, baixa renda per capita,
baixa escolaridade, auséncia de saneamento bésico, desnutricdo, condicGes higiénicas
desfavoraveis e movimentos migratorios. A distribuicdo geografica de maior incidéncia da
doenca recai justamente na Amazonia e os fatores que contribuem para gque isso aconteca sdo
as barreiras fisicas e sociais, que dificultam o acesso aos servicos de salde, os aspectos
demograficos e referentes a producdo social do espaco geogréafico que a fazem historicamente
vinculada a evolucéo da endemia no Brasil (SILVA, et al., 2010).

No ano de 2002 a situacdo numérica.da hanseniase no Brasil era de 47.026 casos
novos, a regido Norte (Amazonia) contribuia com a maior fatia desses casos, 7,73 / 10.000
habitantes; seguida da regido Centro Oeste com 6,61 casos novos / 10,000 habitantes; a regido
sudeste contribuia com a menor fatia com 1,46 casos novos / 10,000 habitantes. A regido Sul
era a Unica do Brasil que apresentava coeficiente exemplar de primeiro mundo mostrando
uma quase nulidade de casos. No periodo de 2005 a 2007, a regido Norte continuou
apresentando coeficientes de deteccdo de casos novos mais elevados (6.57, 6.32 e 5.45
respectivamente) que as demais regides do pais (BRASIL/DATASUS, 2008).

Em 2007, os coeficientes de deteccdo de casos novos da populacdo geral,
evidenciaram um maior comprometimento da Amazonia Legal dentro do Estado brasileiro,
em relacdo a hanseniase. Com 12.9% do total da populagdo brasileira, foram detectados

15.532 casos novos (38.9%), distribuidos nos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para,
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Roraima, Rondbnia Maranhdo e Tocantins (BRASIL, 2008). A Figura 5 mostra o

comportamento da doenca nos Ultimos dez anos.

Figura 5 - Comportamento da hanseniase de 2001 a 2010 nas regiGes brasileiras
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O Estado do Para destaca-se como area de grande prevaléncia e de detec¢do de casos
de hanseniase, ocupando o quinto lugar no ranking nacional no nimero de casos novos com
58,03 casos por cem mil habitantes no ano de 2008. O referido Estado possui cento e quarenta
(143) municipios (Figura 6), divididos em treze (13) regionais de satde, dos gquais, com base
no coeficiente da populacdo geral, setenta e um (71) sdo considerados hiperendémicos
(49.65%) e trinta e quatro (34) municipios de muito alta endemicidade (23.77%), conforme os
padrdes nacionais da OMS (> 40/ 100.000 hab) e (20 - 39,99 / 100.000 hab), respectivamente
(OMS; PARA, 2009; OMS, 2010).
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Figura 6 - Endemicidade nos municipios do Estado do Para
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Fonte: SINAN-PARA, adaptado da base de dados, 2009.

Em 2010, o Estado do Para apresentou queda no coeficiente de deteccdo geral; dos
58,03 casos registrados em 2008, passou para um pouco mais de 40 casos novos por cem mil
habitantes, mantendo grau de hiperendemicidade e permanecendo no quinto lugar de nimeros
de casos no ranking nacional, contribuindo para que a regido norte permaneca em primeiro
lugar em casos de deteccdo geral. O coeficiente de detec¢do de casos novos de hanseniase em
menores de 15 anos alcancou 19.11 casos por cem mil habitantes, colocando-o em incomodo
segundo lugar (BRASIL, 2011). Areas desse estado sdo consideradas de transmisso ativa,
pois dos 143 municipios, 62 apresentam taxas de deteccdo elevadas em menores de 15 anos
(BRASIL, 2011).

A taxa de deteccdo, apesar de apresentar limitagdes, é o indicador mais util para
avaliar a transmissdo da hanseniase em uma area. A proporcdo da taxa de detecgdo em
criangas é preocupante, pois, revela doenca ativa e recente em uma comunidade. E, portanto,

um indicador epidemioldgico importante.
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Ainda ndo existe prevencdo efetiva contra a hanseniase atraves de uma vacina
especifica devido a impossibilidade do cultivo“in vitro™ associado ao fato de que dentre todas
as bactérias conhecidas, o M. lepra , apresenta 0 maior tempo de duplicacdo, em torno de 21
dias (DUPRE, 1988; MARTELLI, 2002).

A vacina BCG, que é utilizada em satde publica em comunicantes de portadores de
hanseniase, foi criada com finalidade de combater, em criancas, as diversas formas de
tuberculose, foi obtida de cepa atenuada do Mycobacterium bovis pelos pesquisadores Albert
Camette e Camille Guérin que a utilizaram pela primeira vez na Franca em 1921, dai o0 nome
do bacilo Calmette e Guérrin. O uso da referida vacina no Brasil, iniciou na década de 70 com
recomendacdo de ser aplicada em criancas de zero a quatorze anos, em duas doses, sendo 0,05
ml em menores de 3 meses e 0,1 ml em criancas acima de 3 meses até 14 anos. Na década de
80, uma portaria revoga a anterior e a aplicacdo passa a ser uma dose de 0,1 ml em criancas
menores de 1 ano ( DUPRE, 1988).

Estudos realizados em diferentes localidades observaram efeito protetor da vacina
BCG contra as formas contagiantes da hanseniase (BAGSHAWE et al., 1989; STANLEY et
al., 1981). Outros estudos realizados por Ponnighaus et al. (1994); Orege et al. (1993);
Tripathy (1983) demonstraram protecdo mais efetiva da vacina BCG para hanseniase do que

para tuberculose.

Existem pesquisas que divergem em a relagdo a eficicia da vacina nos comunicantes
de hanseniase, e apontam baixa protecdo da vacina nesses comunicantes (FINE et al., 1986;
ABEL et al., 1990; MULIYIL et al., 1983). A variabilidade na protecdo da vacina BCG tem
sido atribuida & varios fatores, como: diferencas das cepas de BCG utilizadas, diferentes
niveis de exposicdo das populagdes, imunidade proporcionada por outras micobactérias
existentes nas diversas areas do estudo (reagdo cruzada) e diferencas de metodologia dos
estudos (ARBELAEZ; NELSON; MUNOZ, 2000). Apesar das divergéncias a vacina tem sido
usada na prevencdo das formas MB em contatos de casos indices de hanseniase, independente
da forma clinica (DUPRE, 1988).

Rodrigues et al., (1992), ao avaliar o efeito da vacina BCG em area de alta

endémicidade no Brasil, observou efeito protetor de 81%, ou seja, a proporcdo de pacientes
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paucibacilares que apresentavam cicatriz foi significamente superior aos pacientes
multibacilares, sugerindo também variacdo da protecdo de acordo com diferentes formas

clinicas da hanseniase.

3.4 IMUNOLOGIA DA HANSENIASE

O M. leprae € um patdgeno intracelular que ao penetrar no organismo do hospedeiro
provoca respostas imunolégicas diferenciadas e complexas que ainda hoje sdo intrigantes e
desafiantes para os pesquisadores, essas respostas dependem da pré-disposicdo genética do
individuo e sdo traduzidas em um espectro das formas clinicas da hanseniase com predominio
de resposta imunoldgica celular ou humoral (KLATSER, 1994; MENDONCA et al., 2008).

3.4.1 Resposta imunolégica a patdgenos intracelulares

A resposta imunologica é uma sequéncia complexa de eventos moleculares e
celulares que respondem de maneira sistematica contra determinado antigeno invasor do
organismo. Os patdgenos acessam 0 organismo por diferentes vias, como os epitélios da
derme e das mucosas, em especial a do trato respiratério, e podem produzir doencas
infecciosas por diferentes mecanismos (ABBAS, 2008; VOLTARELLI, 2009).

Existem dois tipos de resposta imunoldgica: a natural, também conhecida como
inata, e a adquirida ou especifica ou adaptativa. Os mecanismos iniciais de protecdo
(imunidade natural) ndo sdo antigeno-especificos, no entanto, forma-se um padrdo funcional
de acordo com a natureza do patdgeno e com 0s genes expressos nas células que reconhecem
e apresentam antigenos (MODLIN, 2002; ABBAS, 2008).

Dentre as células apresentadoras de antigenos (APCs) destacam-se as células
dendriticas (DC). Estas células reconhecem regibes especificas e comuns a varios patdgenos,
através de receptores de superficie celular, conhecidos como Receptores Toll Like (TLR), por
esse motivo foram denominadas Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS).
Esses receptores estabelecem uma conexdo entre a imunidade natural e a adquirida. Uma vez
ativados, induzem a maturacdo de celulas dendriticas, que por sua vez, passam a expressar

produtos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), assim como secretar
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mediadores que vao determinar o perfil de diferenciacdo da resposta imunoldgica (ABBAS et
al., 2008; DOAN et al., 2008).

Os linfécitos T, (T auxiliares, T citoliticos e T citotdxicos), também chamados de
CTLs, possuem moléculas receptoras de antigeno localizadas na membrana celular,
reconhecem e destroem antigenos especificos do tipo peptideos antigénicos de
microorganismos intracelulares, como virus e algumas bactérias ligadas & proteina do
hospedeiro, ou entdo, destroem a célula infectada. Mediante estimulacdo antigénica, as células
T auxiliares liberam proteinas do tipo citocinas, cuja funcdo, é estimular a proliferacdo e a
diferenciacdo das células T, assim como promover ativacdo de outras células, como
macrofagos, leucocitos inclusive células B (ROITTER et al., 1999; ABBAS, 2008).

Os linfécitos B, Unicas células que produzem anticorpos, sdo mediadoras da
imunidade humoral e especializadas em reconhecer antigenos extracelulares de diferentes
tipos quimicos através dos anticorpos, 0s quais neutralizam a infecciosidade dos
microrganismos e 0s preparam para serem eliminados por mecanismos efetores distintos. Os

anticorpos sdo moléculas presentes no sangue e secre¢des das mucosas (ABBAS et al., 2008).

Para que ocorra resposta especifica é necessario que o antigeno entre em contato com
célula apresentadora de antigeno (APCs). Essa célula, ao processar o material protéico dos
antigenos, transforma-os em peptideos, que posteriormente serdo expressos na superficie
celular. Dessa forma, os peptideos ligados a molécula do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) tornam-se especializados na apresentacdo de antigeno,
transportam esses antigenos para 6rgdos linfoides e os apresenta aos linfocitos T auxiliares,
dando inicio a resposta imunolégica especifica com objetivo de eliminar o antigeno
(ROITTER et al., 1999; ABBAS, 2008; VOLTARELLI, 2009).

O complexo MHC pode ser de classe | ou IlI, variagdo que depende das
caracteristicas do antigeno. As proteinas de classe | do MHC s&o expressas por praticamente
todos os tipos de células somaticas e utilizadas para apresentar substancias as celulas TCDS8,
as quais na maioria das vezes sao citotoxicas. As proteinas de classe Il do MHC séo expressas
por macrofagos e outros tipos celulares, necessarias para apresentacdo do antigeno &s células

TCD4, e para a subpopulacdo de linfocitos T que inclui a maioria das células auxiliares. A
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populacdo de células TCD4+ é heterogénea, sendo constituida de duas subpopulagdes: Thl
relacionada com a defesa contra tumores, bactérias intracelulares e virus e Th2 mais efetiva
contra os helmintos (STITES et al., 2000; FAKHOURI et al., 2003; MODLIN, 2003).

Mediante infeccdo por microorganismos intracelulares as CDs e os macrofagos
passam a produzir interleucinas do tipo 1L-12 e IL-23 e elevados niveis de CD4, provocando a
diferenciacdo de linfocitos T auxiliares, do tipo Thl, e producdo de IL-2 e interferon-gama
(IFN-y) necessérias a formacdo do granuloma e eliminacdo dos microorganismos em questao.
Os linfocitos T CD4 reconhecem antigenos oriundos dos vactolos das APCs e promovem
destruicdo das bactérias. Os linfocitos TCD8 reconhecem antigenos citosolicos associados a
MHC de classe |, e destroem os macréfagos infectados (STITES et al., 2000; FAKHOURI et
al., 2003; MODLIN, 2003; SHWARTZ, 2003).

3.4.2 Resposta imunoldgica na hanseniase

A hanseniase decorre da infeccdo causada pelo M. leprae nas células do sistema
mononuclear fagocitario e células de Schwann, que segundo pesquisas, tem uma vida média
longa, razdo que explicaria o tropismo do bacilo pelas mesmas. A resposta imunoldgica
especifica desencadeada pelo M. leprae determina ndo s6 o curso da doenca como suas
diversas formas clinicas. Para o entendimento das manifestacBes clinicas e estruturais da
hanseniase, se faz necessaria a compreensdo dos mecanismos das diferentes respostas
imunolégicas perante a infeccdo pelo M. leprae (FOSS, 1997; GOULART, 2002).

Quando da penetracdo do bacilo no organismo, a prime_ira linha de interacdo entre o
M. leprae e 0 homem é mediada por receptores Toll-Like (TLRS). A resposta protetora que é
gerada esta relacionada a diferenciacdo de macrofagos e células dendriticas, assim como com
a producdo de interleucinas reguladoras, tais como, IL-12 e IL-23 (DERMANGEL,
BRITTON, 2000).

O bacilo ao ultrapassar a barreira inicial da imunidade natural, encontrara os
linfocitos T, células exterminadoras naturais ou natural killer (NK) e os macréfagos teciduais
(KUBY, 2002; MODLIN, 2002). Exames histopatologicos em tecidos de portadores de
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hanseniase multibacilar, mostraram caréncia de células dendriticas na derme e na epiderme, e

consequente diminuicéo da resposta celular (QUARESMA et al., 2009).

Na hanseniase a protecdo contra o M. leprae é dependente da funcéo das células
natural Killer (NK) nos estagios mais iniciais da infecgdo. As células NK produzem enzimas
gue combatem 0s microorganismos como a granzima, perforina e granulisina, esta Gltima com
capacidade destrutiva direta para micobactérias. As células NK também secretam IFNy
quando sob estimulo da citocina 1L-12 que é secretada por macrofagos infectados,
estimulando a destruigdo intrafagolisossomal (MODLIN, 2000; DE LA BARRERA et al.,
2004).

Os mecanismos imunoldgicos, na hanseniase, ndo estdo totalmente esclarecidos,
porém, sabe-se que o perfil de citocinas que tem se mostrado efetivo em debelar a infec¢cdo
envolve resposta celular pelo linfocito T auxiliar (Th1), com prevaléncia de TNF-o, IFN-y e
IL-12. Por outro lado, o perfil Th2 (com expressdo de IL-4, IL-5, IL-10 e Fator de
Crescimento Transformante beta - TGF-B) ¢ tido como agravante dos quadros graves da
doenca (Figura 7) (TALHARI; NEVES, 1997; FOSS, 1997; FOSS, 1999; KANG, LEE,
CHAE, 2002; KRUTZIK et al., 2003; FAKHOURI et al., 2003; ABBAS, 2008).

Na infeccdo intracelular, ou seja, ap0s a penetracdo do bacilo no macrofago, a
resposta imunoldgica resistente versus suscetivel parece ser regulada por duas sub-populactes
de linfocitos T, gerando as respostas Thl e Th2 (YAMURA et al., 1991; SIELING;
MODLIN, 1992). Dessa maneira, a resposta adaptativa € espectral e dependente da resposta
celular do individuo (MODLIN, 1992).

As subpopulagdes de linfocitos T (CD*4) que produzem citocinas IL-2 e IFNy s&o
chamadas de Thl, que aumentam a imunidade mediada por células. O IFNy ativa 0S
macrofagos, e a IL-2 estimula o crescimento de células T antigenos-especificas, resultando
em doenca mais controlada ou cura. Estudos imunohistoldgicos mostraram grande quantidade
de IL-2 e IFN-y em lesBes TT, confirmando assim a importancia dessas citocinas no estado

resisténcia do organismo para a hanseniase (FOSS, 1997).
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A formacdo da subpopulacdo Thl (Figura 7), passa a produzir citocinas,
principalmente, IL2, IL12 e IFNy. A IL2 induz a proliferacdo das proprias células Thl e de
linfocitos T citotoxicos, além de produzir a ativagdo de macrofagos, ampliando dessa maneira
a resposta celular. A 1L12, induz a producdo de interferon gama (IFNy) pelos linfocitos Thl.
O IFNy, inibe a expressdo dos linfocitos Th2, favorecendo a imunidade por citotoxidade
celular e atividade de macrofagos. Os macrofagos presentes nas lesdes inflamatorias
produzem o fator de necrose tumoral (TNFa) que ¢ fundamental para formagéo do granuloma,
além de liberarem substancias biologicamente importantes para aumentar a resposta celular,
tais como: citocinas (IL-1, IL-6) e enzimas ampliando dessa maneira a resposta celular. No
interior dos macrofagos acontecem modificaces bioquimicas e enzimaticas que
potencializam suas funcdes fagociticas (TALHARI; NEVES, 1997; FOSS, 1999;
FAKHOURI et al., 2003).

A resposta imunoldgica com predominio do perfil de citocinas Thl corresponde
clinicamente as formas benignas, ou seja, ndo contagiante da doenca (TT, BT). (FOSS, 1997;
OPROMOLLA, 2000; GOULART et al., 2002).

Os linfocitos T supressores (CD*8), produzem as interleucinas 1L-4, IL-5, IL-10 e
Fator de Crescimento Transformante beta (TGF-f), geram resposta tipo Th2, que é humoral.
Tanto IL-4, quanto IL-10 estimulam as células B, que por sua vez inibem a ativacdo de
macréfagos, resultando em infeccdo progressiva (SIELING; MODLIN, 1994; MODLIN,
2002). A IL-10 também é responsavel pela supressdo da producdo de citocinas pelos
macrofagos ativados (TNa, IL-1, IL-6, IL-12) com consequente interferéncia na capacidade
microbicida dessas células, por inibicdo da expressdo do receptor co-estimulador CD23,
indispensavel na formacdo de radicais intermediarios de oxigénio (ROI) e de nitrogénio
(RNI). (YAMAMURA et al., 1991; MODLIN, 1992; FOSS, 1997; SANTOS, 2002).

Foi observado que a IL-4 tem papel imunorregulatério negativo importante na
imunidade celular, pois inibe os receptores de I1L-2, bloqueia a geragé@o de oxido nitrico (NO)
0 qual e fundamental para destruicdo do bacilo de Hansen, o que pode levar ao aumento da
proliferacdo bacteriana. Também foi observado que as IL-4, podem estar envolvidas no
aumento de anticorpos contra o antigeno especifico do M.leprae (anti-PGL-1) nos casos
virchovianos (GOULART et al., 2003). O fator transformador do crescimento-beta (TGF-p)
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inibe a producdo de IFN-y e TNF-a favorecendo a multiplicacdo do M. leprae no interior do
macrofago (SAMPAIO, 2003). Estudos imunohistoquimicos em tecidos de pacientes
virchovianos encontraram grande quantidade de TGF-f em macréfagos e auséncia de
granuloma TT (GOULART, 1995; GOULART, 1999). Outros pesquisadores também
observaram intensa imunoexpressdo de TGF-f nas formas LL quando comparadas as formas
TT (QUARESMA et al., 2012).

A resposta imunologica caracterizada com perfil Th2 tem predominio nas formas
mais severas da doenga (BL, LL), evidenciando a instabilidade das formas Borderlines ou

Dimorfas (BL ou DD) (FOSS, 1997; OPROMOLLA, 2000; GOULART et al., 2002).

Figura 7- Padrdo de resposta imunoldgica na hanseniase

Alleles:
. | HLA-DQ1

Fonte: Quaresma et al., 2012

Em resumo, em humanos infectados pelo M. leprae, o desenvolvimento da resposta
antigeno- especifica pelas populacbes de celulas T, depende de fatores relacionados ao
parasito e ao hospedeiro. Se houver um desequilibrio entre a balanca de Thl e Th2 pode
acontecer uma polarizacdo precoce na infeccdo, esse desequilibrio parece depender da
quantidade de determinada citocina no sitio de localizacdo do bacilo, e também da pre-

disposicado genética do individuo. O bacilo, se fagocitado pelo macréfago pode ou ndo ser
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destruido. A destruicdo resulta na forma TT da hanseniase que € uma forma de resisténcia
alta, denominada de hanseniase tuberculdide. Quando o bacilo ndo € destruido, resulta na
forma LL, que é de baixa resisténcia e de alta suscetibilidade, denominada de hanseniase
lepromatosa (FOSS; GOULART; MINEO, 2000; STITES; TERR; PARSLOW, 2000;
FAKHOURI et al., 2003).

O predominio da resposta humoral ocorre por mecanismo de escape a oxidacao
intramacrofégica, provavelmente provocada pelos antigenos de superficie do M. leprae que
sdo o glicolipideo fendlico (PGL-1) e o lipoarabinomana (LAM), que produzem supressdo na
atividade macrofagica, possibilitando que o bacilo fique protegido no interior dessa célula,
gerando com isso, forte resposta humoral ndo efetora na destruicdo e contencdo do bacilo,
levando a formacdo de anticorpos do tipo IgM, cuja importancia se deve ao fato de serem
especificos, possibilitando sua utilidade em estudos soroldgicos (HUNTER; BRENNAN,
1981; HUNTER et al., 1982; VASCHULA, et al., 1989; FOSS, 1997).

3.5 SOROLOGIA ANTI-PGL-1: CONTRIBUICOES NO CONTROLE DA HANSENIASE

As micobactérias possuem antigenos que sdo agrupados em polipeptideos,
lipossacarideos, glicolipopeptideos e glicolipideos fendlicos (PGL) I, Il e Ill. Dentre esses, 0s
glicolipideos fendlicos sdo antigenos especificos do M. leprae (BRENNAN, 1981), os quais
possuem capacidade de interferir na resposta imunoldgica celular do hospedeiro (HUNTER,
1982). Sdo constituidos por um envelope lipidico, que protege a bactéria, ao qual € atribuido a
responsabilidade pelo crescimento lento da mesma, pois, promove uma barreira para a difusao
de nutrientes necessarios ao crescimento bacteriano, chamada propriedade hidrofébica
(BERA; BANERJEE, 1989).

Um dos primeiros glicolipideos especificos (antigenos) do M. leprae isolado de
figado de tatu por Young (1981) e caracterizado por Hunter e Brennan (1981) foi o
glicolipideo fendlico-1, também conhecido como PGL-1, que leva a formacdo de anticorpos
das classes IgG e IgM. Estes pesquisadores publicaram a estrutura e antigenicidade do
glicolipideo fendlico-1, e cogitaram sua utilizagdo como possivel marcador quimico do M.
leprae. O PGL-1 é importante antigeno da capsula externa do bacilo de Hansen, pois, é um

antigeno especifico, corresponde a 2% da massa total bacteriana (HUNTER; BRENNAN,
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1981; VASCHULA et al., 1982). Também foi observado que os titulos de IgM, anti-PGL-1,
tém correlacdo com as formas clinicas e com a atividade da doenca hansénica (BRENNAN;
BARROW, 1980; BRENNAN; HUNTER, 1981).

A estrutura e a antigenicidade (Figura 8) desse antigeno (PGL-1), descoberta por
processo de purificacdo € composta de um trissacarideo, fenol, fitiocerol e de é&cido
micoseossidico, cuja combinacgdo de aclcares é Unica para o bacilo de Hansen que sdo: 3.6 —
di — O metil glicopira sonil; 2,3-di-O-metil rampiranosil e 3-O-metil ramnopiranosil
(HUNTER; BRENNAN; FUJIWARA, 1982). A porcdo dimetilglicose terminal é a porcéo
imunogénica da molécula, ou seja, é 0 epitopo dominante na resposta do anticorpo ao
glicolipideo fendlico, alvo para anticorpos do tipo IgM em pacientes virchowianos. Os
anticorpos contra 0 PGL-1 s&o encontrados no soro dos pacientes hansenianos, mas, ndo no
soro de individuos infectados por outras micobactérias. Desse modo, tendo sido reconhecido
como determinante espécie-especifica. Essa estrutura é degradada lentamente no interior dos
tecidos infectados e pode levar a formacdo de uma massa duas vezes maior que a bactéria
(CHO et al., 1983; YOUNG: BUCHANAN, 1983; BRETT et al., 1984).

Figura 8 - Estrutura quimica do PGL-1

Figure 3 - Chemical structure of PGL-1

CH,0Me
HO 0,
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Fonte: Vissa; Brennan, 2001.

Esse antigeno mobiliza a participacdo do sistema imunologico, favorecendo a
sobrevivéncia do bacilo no interior dos macréfagos uma vez que esta envolvido com a

supressdo da imunidade celular (HUNTER, 1982). As provaveis causas da supressao do
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macrofago seriam: a) a capacidade em induzir o blogueio da producdo de derivados de
oxigénio pelo macréfago, em especial o anion superéxido (ROI) e do oxido nitrico (NO),
necessarios para destruicdo de patdgenos intracelulares; b) a capacidade de interferir na
producdo de TNF-a. (YOUNG; BUCHANAN, 1983). Essas hipoteses foram comprovadas em
um estudo com macréfagos de individuos sadios que, ao serem expostos ao PGL-1
apresentaram depressdo da producdo de TNF-a, essencial para formagdo do granuloma.
Dessa forma, o PGL-1 provocaria uma resposta humoral através da interleucina — 4 e da
antagonizagdo das células “T” auxiliares, tipol (FOSS; CALLERA, 1993; YAMASHITA et
al., 1993).

Uma retrospectiva sobre o desenvolvimento de anticorpos mostra que desde o inicio
do século passado, pesquisadores j& se preocupavam em desenvolver métodos e técnicas para
0 estudo de anticorpos especificos, como Eitner em 1906, que estabeleceu a reacdo de fixacao
do complemento utilizando material de hansenoma; também outras técnicas foram elaboradas
como a de radioimunoensaio (MELSON; HARBOE; NAAFS, 1982).

Em 1978, Harboe et al. consideraram que a utilizagdo da técnica de
radioimunoensaio para detec¢do de anticorpos especificos do M. leprae poderia contribuir
com os estudos epidemioldgicos, como também auxiliar no diagndéstico de quadros clinicos
atipicos. Os primeiros testes soroldgicos descritos para hanseniase, radioimunotestes,
utilizavam anticorpos fluorescentes de absorcdo (FLA-Abs) e imunoaglutinacdo, no entanto,
possuiam baixa especificidade (ABE et al., 1980).

Posteriormente, foi lancada a técnica Ensaio Imunoenzimaético (ELISA), esse novo
recurso sorolégico foi utilizado por Hunter et al. (1982) o qual usou antigeno glicolipidio
fenolico nativo ou purificado ou proteinas diferentes para o M. leprae e outras micobactérias.
Esse antigeno nativo também apresentou restricGes em decorréncia da insolubilidade do PGL-
1 nos meios aquosos (molécula bastante apolar), foram necessarias adaptacdes técnicas para o
desenvolvimento de pesquisas em humanos, tais como: incorporacdo de lipossoma,
tratamento detergente ou deacilacdo de solucdes aquosas (YOUNG; BUCHANAN, 1983),
sonicagdo e transformacdo em antigeno sintético hidrossollvel e solubilizagdo em solventes
organicos (HUNTER et al., 1982; CHO et al., 1983; BRENNAN et al., 1983).
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Foram produzidos sinteticamente compostos mono, di e trissacarideo, conjugados a
uma proteina carreadora soro albumina-bovina chamada BSA ligada a um radical octil (D-O-
BSA) ou a um radical fosfato (T-P-BSA). Os que produzem uma melhor reatividade com
soros de doentes sdo os residuos di (D-BSA) e trissacarideos (T-BSA) que tem acgucar ndo
redutor 3,6-di-O-metilglicopiranosideo. Dentre eles, o que tem sido utilizado em técnicas

soroldgicas com bons resultados, é o dissacarideo sintético (CHANTEAU et al., 1988).

Esses novos anélogos possibilitaram a realizacdo de estudos utilizando a sorologia
pelo método ELISA, para detectar a presenca de anticorpos anti-PGL-1, sobretudo IgM.
Dessa maneira, 0s antigenos sintéticos, PGL-1, passaram a ser usados em muitos estudos
como ferramenta auxiliar na classificacdo da hanseniase, 0s quais mostraram que pacientes
hansenianos do polo virchowiano formam grandes quantidades de imunoglobulinas do tipo
IgM, ou seja, titulos altos reagindo contra esse antigeno, podendo dessa maneira indicar
possibilidade de diagnostico precoce das formas baciliferas (BUCHANAN, 1983; BACH,
1986; SANCHES, 1986).

Em 1982, Payne et al. ao realizarem estudos sorolégicos com o antigeno PGL-1 do
M. leprae, pela técnica de imunodifusdo em gel, incorporaram o antigeno no interior de
lipossomas e, observaram a presenca de anticorpos especificos nos soros de doentes

Virchowianos.

A partir do isolamento realizado por Young (1981) e caracterizacdo do PGL-1 por
Hunter e Brennan (1981), foram realizados testes por Cho et al. (1983) em um grupo de
doentes hansenianos, em portadores de outras micobactérias, além de um grupo de controles
sadios e observaram que houve predominio do anticorpo do tipo IgM, o que fez supor que o
PGL-1 tem a capacidade de estimular a producgéo do anticorpo IgM. Também concluiram que
um teste, que dosasse IgM especifico ao glicolipideo do M. leprae, poderia indicar

quimioterapia precoce, dessa maneira, contribuindo para diminuigdo do diagnostico tardio.

Em 1984, Fujiwara et al. produziram um antigeno sintético constituido pelo proprio
trissacarideo especifico do PGL-1 ligado a uma soro-albumina (BSA-bovine serum albumin),
este, possui mesma especificidade antigénica do PGL-1 nativo. Fato comprovado em

trabalhos que utilizaram antigenos sintéticos, assim como antigenos nativos em tecnicas



37
Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

soroldgicas para pesquisa de anticorpos nos soros dos portadores de hanseniase e obtiveram
resultados similares tanto com o antigeno sintético quanto com o nativo (CHANTEAU et al.,
1988).

Em 1986, Bach et al. demonstraram que a sorologia anti-PGL-1 poderia ser Gtil no
seguimento clinico de portadores de hanseniase, pois, foi observado que os niveis de

anticorpos IgM diminuem ao longo do tratamento especifico.

Em 1987, Menzel et al. realizaram estudo soroepidemioldgico pelo método ELISA,
em contatos intradomiciliares utilizando antigeno sintético andlogo, observaram que em area
endémica de hanseniase pessoas sadias com exposicao a doente multibacilar ha mais de ano,
apresentavam anticorpos anti PGL-1 em maior frequéncia do que contatos sadios de doentes
paucibacilares e ndo contatos. Também em 1987, Chanteau et al. usando PGL-1 em estudo
soroepidemioldgico com finalidade de avaliar a utilidade desse teste e do antigeno, em
vigilancia de contatos, sugerem a possibilidade do teste ser util para prever casos

multibacilares entre os contatos.

Em 1989, Vaschula et al., observaram que o PGL-1 altera o mecanismo oxidativo do
macrofago, impedindo-o de destruir os bacilos e de apresentar os determinantes antigénicos
aos linfocitos. A eficacia da defesa é efetuada pelos macrofagos APC, que sdo capazes de
fagocitar e destruir a bactéria. Portanto, o PGL-1 possui funcdo supressora da atividade
macrofagica, uma vez, que o M. leprae produzindo esses antigenos adquire mecanismo de

escape contra a oxidacao intramacrofago.

A persisténcia do antigeno PGL-1, em organismos com hanseniase, por longo tempo,
é explicada como conseqiiéncia da hidrofobicidade, ou seja, de sua insolubilidade em meio
aquoso, ou pela incapacidade do macréfago em elimind-lo (MILLER et al., 1987). Em
conseqiiéncia dessa persisténcia, a imunoglobulina do tipo IgM se encontra elevada no soro
desses organismos. O aumento do numero de anticorpos especificos anti PGL-1, tipo IgM e a
elevada concentracdo do antigeno PGL-1 no sangue periférico, refletem a ativacéo da resposta
humoral e a acentuada carga bacilar dos pacientes. Fato, que explica os elevados titulos de
anticorpos do tipo IgM, em portadores MB- poélo VV, que reagem contra o antigeno

especifico, em torno de 98% de especificidade e 80% a 100% de sensibilidade, enquanto nos
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portadores PB os titulos sdo baixos, nos quais a resposta celular é alta, fazendo com que os
indices de sensibilidade caiam em torno de 30% a 60%, (KLATSER et al., 1996).

Foss et al. (1993) também observaram em uma analise soroldgica de doentes
hansénicos multibacilares, com antigenos cubanos, maior positividade nos titulos de

anticorpos anti-PGL-1 do tipo IgM.

Em virtude dessas caracteristicas apresentadas pelo antigeno, em 1996, Oliveira
realizou os primeiros estudos de coortes em pacientes tratados com PQT/OMS/ 24 doses fixas
e classificados operacionalmente como multibacilares (MB). Foram testados 165 pacientes,
com média de cinglienta meses pos-alta, por meio de enzimaimunoensaio padrdo ELISA. O
resultado revelou alto percentual de positividade para o teste anti PGL-1 (DO > 0,2 até 0,8)
associado com IB positivo. A maioria dos pacientes pertencia a forma Virchowiana, sendo
sugerido como grupo com maior risco de recidiva. Outros estudos tém documentado a
aplicacdo do teste anti-PGL-1 para deteccdo de anticorpo anti-PGL-1, IgM, como mais uma
possibilidade de deteccao precoce de recidiva da doenca (OLIVEIRA, 1996).

A deteccdo de anticorpos contra PGL-1 do M. leprae, com o fim de identificar
pessoas nas quais os sinais clinicos ndo se tornaram evidentes, pode ser uma vantagem para a
interrupcao da transmissdo da doenca, uma vez, que os anticorpos refletem a carga bacilar de
um individuo e podem propiciar 0 mapeamento sorolégico e acompanhamento dos contatos
que sdo Uteis na deteccdo de casos novos (BUHRER-SEKULA et al., 1998; BAKKER, 2005).

Na visdo de alguns pesquisadores, a sorologia tem um papel complementar na
classificacdo de pacientes, monitoramento da eficacia terapéutica anti-hansénica, no
diagndstico precoce de recidiva, além de ser um indicador da magnitude da doenga, como
também um indicador de transmissdo recente. Portanto, € um recurso importante que pode ser
utilizado pelos profissionais quando existir davidas na clinica e em pesquisas
soroepidemioldgicas (BUHER-SEKULA, 2000; BUHER, 2003; MOURA et al., 2008).

Existem resultados divergentes que se contrapdem as vantagens da sorologia
apontadas em alguns estudos, as mesmas se apOiam na peculiaridade de variaveis, como,

diferencas genéticas, cepas de diferentes patogenicidades, caracteristicas populacionais e
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ambientais (KAZDA,; IRGENS; KOLK, 1990; FINE; PONNIGHAUSE; BURGESS, 1988,;
SOEBONO; KLATSER, 1991).

3.6 SOROPOSITIVIDADE DO TESTE ANTI-PGL-1 PELO METODO ELISA: PONTO
DE CORTE

Os testes soroldgicos, também conhecidos como imunoensaios sdo técnicas para
deteccdo e quantificacdo de anticorpos ou de antigenos em organismo animal com finalidade
diagnéstica (AGUADO et al., 1986). O termo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi
empregado pela primeira vez, em 1971 por Engvall e Perlmann, com objetivo de caracterizar
um ensaio heterogéneo diferenciado dos métodos enzimaticos ja existentes para a deteccdo de
antigenos e de anticorpos. O método é capaz de avaliar a quantidade de anticorpos presentes
em um individuo doente, cujo resultado final € expresso por um produto colorido analisado
em densidade 6tica (OD) (FERREIRA; AVILA, 1996).

De acordo com a metodologia descrita por Brett (1986), o teste anti PGL-1 realizado
pelo método ELISA é a técnica mais adequada para demonstrar a presenga de anticorpos (Ac)
contra 0 PGL-1. Necessita de soro padrdo constituido de anticorpos IgM e uma enzima
peroxidase, que em contato com o substrato produz uma reacdo onde acontecem as ligacdes
antigeno- anticorpo. A intensidade dessas ligacdes revela-se pela formacdo de uma coloracéo
azul, que quanto mais intensa, traduz um maior nimero de ligacGes. Nessa metodologia, 0
referido pesquisador utilizou placas de poliestireno com 96 pocos revestidos pelo antigeno
semissintético NT-P-BSA (trissacarideo natural ligado ao radical fenol acoplado a soro
albumina bovino) e identificou que os niveis séricos estdo diretamente relacionados a carga

antigénica do hospedeiro.

O teste soroldgico anti-PGL-1, método ELISA, por ser método quantitativo necessita
de parametro numérico que separe positivo de negativo. Parametro que segundo a OMS pode
ser obtido através da média dos niveis de anti-PGL-1 somado duas vezes ou trés vezes 0
Desvio Padréo. Preferencialmente os soros devem ser obtidos do sangue de individuos néao

contato de portador de hanseniase da area do estudo (MENZEL, et al., 1987).
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Os primeiros estudos com o PGL-1 objetivaram determinar a sensibilidade e
especificidade do teste, utilizaram para avaliacdo casos clinicamente comprovados como
controles positivos (doentes) e amostras de sangue de areas ndo endémicas, ndo contato de
hanseniase como controle negativo. O teste foi comprovadamente especifico para hanseniase
e mais sensivel para os grupos multibacilares e em menor quantidade nos paucibacilares.
(MENZEL, et al., 1987). Outros estudos realizados com o mesmo objetivo, encontraram
especificidade mais elevada com patamares de até de 98% (CHO, et al., 1983; BRETT et al.,
1986; BURGESS et al.,1988).

Trabalhos utilizando o PGL-1 como antigeno, pela técnica ELISA, demonstraram
que a producdo de anticorpos tem relacdo com o espectro da doenca e que os IgM, sdo os que
estdo presentes em maiores titulos (CHO et al., 1983; YOUNG et al., 1984). Em junho de
1985, foi publicado um protocolo padrdo para o teste ELISA com objetivo de evitar
metodologias e procedimentos alternativos que pudessem afetar a sensibilidade e
especificidade do teste (BUHRER-SEKULA, 2000).

Essas normas s@o seguidas por pesquisadores quando utilizam para a positividade de
seus estudos, valor obtido a partir de amostras de sangue coletado da populacéo saudavel ndo
contato do local onde serd desenvolvido o estudo, ou, de outra localidade onde a populacao
ndo seja contato de portadores de hanseniase. Dessas amostras € retirada uma média dos

valores detectados, mais dois ou trés desvios padréo (DP), como recomendado pela OMS.

Em trabalho de revisdo sistematica com finalidade de avaliar a importancia da
sorologia anti-PGL-1 (ELISA), pesquisadores identificaram estudos que apresentaram
diferengas no protocolo da sorologia como: diferentes antigenos, diferentes diluigdes,
tamanho das amostras e diferencas nos pontos de corte (Figura 9) que pelo critério do estudo
nédo deveria ser superior a 0,300 e nem inferior a 0,150 (GOULART et al., 2008).
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Figura 9 - Série de estudos soroldgicos e os diversos valores de pontos de corte.

Lista dos artipos € resumas, exclufdos e respective motive de exclusio.

Anc Autor Antipeno Driluigio Crui-off  Amostras Motivo de exclusio
1983 Cho® PGL-1 nativo NI H]:-l BT PGL-T nativo
1983 Brett® PGL-T nativo - T PGL-T mativo
1986 Bach' PGL-1 nativo L7250 2R PGL-T nadivo
1986 Levis™ PGL-1 nativo L3040 192 PGL-T madivo
1987 Chanteau™ ND-O-BEA L2540 0. 104D 724 Gl -offf<0.150
1987 Menze]* D-0-BSA L710dD 1. 207 Gt -f=0.300
1988 Wt ND-O-BSA L2040 .04 213 Crrt-off=0.150
1988 Chanieau™ NTP 17250 0589 19 Gt -off 0,300
1988 Lyoms® PGL-T nativo L3040 Er PGL-T mativo
1988 Fine* DB3A LA20 G002 PGL-T mativo
190D Hussain™ DBSA 1250 0.500 [%)] Gt -cffF=0,300
19D Saad™ PGL-1 nativo - 027 357 PGL-T nativo
15 Bagshawe® PGL-T nativo L710dD 0L 204} R PGL-T mativo
1951 Cho® ND-O-BSA L3040 0. 20 101 Pacientes tratados
1951 Soebono™ PGL-1 nativo - 0. 150 2.430 PGL-T nadivo
191 Chujor™ PGL-T nativo L5040 147 PGL-T mativo
1oz Sicht-Groh™ DBESA L2040 0 200 245 Comparar buffer
1992 Chin-A-Lien™ DBSA - 0. 150 L Pacientes tratados
1995 Pralkash® NT-P-BSA - 1.16 65 Gt —off>0_300
1993 Yamashita™ PGL-T nativo L2540 0L 204} 214 PGL-T mativo
1995 Foss™ PGL-T nativo - 47 PGL-T mativo
1994 van Beers™ NT-P-BSA - 0380 1.302 Gt -cffF=0,300
1994 Soares™ ELISA 1./050 0.199 562 Sem classificacio
1998 Sgefand™ DB3A L3040 0.2 255 Pacientes tratados
1998 Eumarts PGL-1 nativo - .23 G08 PGL-T nadivo
1998 Cunha™ PGL-1 BSA - 20 272 Pacientes tratados
2001 Cho®* ND-O-BEA L3040 101 Pacientes tratados
2002 Wkt ND-O-BEA - 1061 Pacientes tratados
2003 BithrerSckula'™ NT-P-B3A LSO 408 Tamanho da amostra
2005 Cardona-Castro™ PGL-1 nativo LADE0 0394 248 G- 0.300
In Press Schruring®™® NT-P-BSA - 0 200 B4 Pacientes tratados
In Press Brito” NT-P-BSA LAS0 208 Pacientes tratados
Fonte: Goulart et al., 2008.

Estudo realizado em Goids em area considerada endémica para hanseniase, com

objetivo de avaliar o anti-PGL-1 como marcador de reacdo hansénica, identificou ponto de

corte de absorbéncia > 0,200 como positivos, com base nas amostras de sangue de 127

controles sadios residentes no local (STEFANI et al., 1998).
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Uma pesquisa realizada pela Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) com
finalidade de avaliar os niveis de anti-PGL-1 nas diversas formas de hanseniase, utilizou
como controle, uma amostra de 47 individuos doadores de sangue e obteve um ponto de corte
de 0,253 (YAMASHITA, 1999).

Pesquisadores do Instituto Alfredo da Mata na cidade de Manaus (AM), analisando
niveis de anti-PGL-1 em doentes hansenianos, obtiveram a partir das amostras de sangue de
112 doadores saudaveis dessa cidade, valor do ponto de corte de OD=0,250; correspondendo
ao valor médio dos niveis sorolégicos de anti-PGL-1 mais duas vezes o desvio padrdo (DP),
segundo padrdes da OMS (BUHRER-SEKULA, 2000).

No Estado do Para, Amador (2004) avaliando soropositividade anti-PGL-1(ELISA)
em contatos de portadores de hanseniase em cinco municipios hiperendémicos, utilizou ponto
de corte determinado por Buhrer de 0.2. O estudo de Barreto et al., (2011) analisando
soropositividade anti-PGL-1 (ELISA) em escolares de area endémica do nordeste paraense,
estabeleceu ponto de corte de 0.295 a partir de amostras de sangue de 14 doadores nédo
contato de portador de hanseniase, usando a norma da OMS de acrescentar mais trés (3 DP) a
média dos niveis de anti-PGL-1 encontrados nas amostras.

Pelo exposto, observa-se que 0s pesquisadores estabelecem o ponto de corte de suas
respectivas pesquisas soroepidemioldgicas, com base em pequenas amostras de controles
saudaveis ou utilizam ponto de corte ja estabelecido em pesquisa anterior de outros locais
independente da endemicidade da doenca. Dessa maneira, reafirma-se a importancia de se
conhecer o perfil soroldgico anti-PGL-1 em areas de elevada endemicidade em hanseniase no
Estado do Par4, e entdo identificar um ponto de corte para sorologia anti-PGL-1 pelo método
ELISA que corresponda a realidade endémica das areas do estudo.

Ressalta-se também, que estudos demonstraram que em geral, 10% a 30% dos
individuos saudaveis que residem em areas consideradas endémicas para hanseniase,
apresentam anticorpos anti-PGL-1 na corrente sanguinea (FINE, et al.,1987; MENZEL, et al.,
1987; SOEBONO; KLATSER, 1991). No entanto, existe uma tendéncia demogréafica de
soropositividade para o isétipo IgM mais alta entre mulheres de todas as idades e jovens de
ambos os sexos (MADDISON; STEWART, 1975). Portanto a identificacdo de niveis mais
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elevados de anti- PGL-1 nessas populagdes ndo significa necessariamente infeccdo pelo M.
leprae, pode ser caracteristica fisioldgica do sistema imunoldgico (BRETT, 1984 ; BUHRER,
2000).
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico do tipo transversal, com enfoque em testes

diagnosticos.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

A populacdo do estudo foi composta por doadores de sangue, que voluntariamente
procuram 0s hemocentros do Estado do Para nos momentos de campanha ou fora delas. A
escolha dessa populacdo especifica, considerada sadia, objetivou evitar possiveis reaces
cruzadas no momento do teste, dessa maneira, obedeceu a critério adotado por pesquisadores
que realizam pesquisas soroldgicas, na hanseniase, para controle dessas reacdes (MENZEL,;
HARBOE, 1987; FOSS et al., 1993).

Os hemocentros do Estado do Para sdo em numero de quatro (4) e divididos por
areas de gestdo: Belém (Area-1), Castanhal (Area-2), Santarém (Area-3) e Maraba (Area-4);
0s quais recebem demanda populacional dos municipios que estdo geograficamente a eles
subordinados. Por sua vez, o Estado do Para possui treze (13) regionais de saude, cuja
finalidade é descentralizar as acdes de salde e melhorar a qualidade dos servicos. Os
hemocentros estdo localizados em cidades pdlos que pertencem as regionais de salde.

Para estimativa da populacdo de doadores/ano (N) foi usado o namero total de
doadores do ano de 2009, que foram: Belém- 5.216; Castanhal- 462; Santarém-451 e Maraba-
442 (HEMOPA, 2009). Com base nessa populagéo, calculou-se o tamanho das amostras (n)
de cada hemocentro necessarias para desenvolver a pesquisa, conforme especificado abaixo.

Para o calculo amostral utilizamos a formula estatistica (FONTELLES, 2012).

TA= N
1+ [ ( N-1)x 0.052]
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e 372 doadores de sangue do Hemocentro Belém (Area-1), responsavel por municipios
pertencentes as seguintes regionais de saude: 12, 62, 78, 8% e 132,

e 215 doadores de sangue do Hemocentro Castanhal (Area-2), responsavel por municipios
pertencentes as seguintes regionais de saude: 22, 32, 42 e 52,

e 212 doadores de sangue do Hemocentro Santarém (Area-3), cujos municipios de sua

responsabilidade fazem parte das regionais de saude & saber: 92 e 102,

e 210 doadores de sangue do Hemocentro Maraba (Area-4) fazem parte de sua éarea de

competéncia, municipios das seguintes regionais de satde: 112, 122 102 e 62.

A amostra foi composta de 1.001 doadores de sangue (Quadro 1), devidamente
triados pelos técnicos dos respectivos Hemocentros através de protocolo proprio para selecdo
de doadores e de exames pré-doacdo e pela pesquisadora juntamente com auxiliares de
pesquisa previamente treinados com finalidade de identificar doadores ndo contato de

portador de hanseniase.

Quadro 1 - Amostra da populacéo do estudo, doadores de sangue, hemocentros do
Estado do Pard. Campanhas, 2009-2010.

Hemocentros Populacdo/ano Amostra/campanha
Belém 5.216 353
Castanhal 462 322
Maraba 442 189
Santarém 451 137
Total 6.571 1001

Fonte: Hemocentros do Estado do Para.

4.2.1 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo doadores de sangue da faixa etaria de 18 a 60 anos de

idade considerados sadios, de todas as racas e sexo, que ndo tiveram antecedentes de convivio
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domiciliar com o portador de hanseniase e que de maneira voluntaria, manifestaram interesse
em participar do grupo a ser pesquisado apos esclarecimento grupal a respeito do objetivo da
pesquisa. Posteriormente e individualmente foi lido e assinado o termo de consentimento livre

e esclarecido (Apéndice A).

Foram excluidos menores de 18 anos e maiores de 60 anos de idade e 0s que nédo
manifestaram interesse em participar do grupo em questdo, também foram excluidos os

doadores que foram contato domiciliar de portador de hanseniase.

4.3 CARACTERISTICAS DA AREA DO ESTUDO

O Estado do Paré esta localizado na Regido Norte, espaco da floresta equatorial onde
as consequéncias ambientais e sociais de uma colonizacdo desordenada séo as derrubadas das
matas, pelas queimadas, e das arvores para fins lucrativos, poluicdo dos cursos das aguas dos
rios por garimpeiros, conflitos pela posse da terra e alteragdes no curso dos rios para
construcdo de hidroelétricas, entre outros, gerando efeitos danosos de toda ordem para a

populacédo principalmente para salde.

Devido a sua grande extensao territorial, o Para estava dividido em seis Mesorregides
e treze Regionais de Salude (microrregides) com seus respectivos municipios, até final de
novembro de 2010, quando por determinacdo da Comissao Intergestores Bipartide do Estado
do Para- CIB/PA, através da Resolucdo n° 215 de 29 de novembro de 2010 (Anexo D), a
divisdo do Estado foi alterada para oito Mesorregides e vinte e trés Regides de Salde. Esta
pesquisa utilizou a resolucdo anterior, uma vez que o Hemopa ainda trabalhava com base na
mesma. A finalidade da divisdo em Mesorregido é para integrar a organizacao, planejamento e
a execucdo de funcdes e agdes publicas de interesse comum com bases econdmicas, sociais e

de salde.
Cada Mesorregido tem um municipio polo, dentro das Microrregifes, que serve de
apoio aos demais em relacdo as demandas de maior complexidade, que se ndo solucionadas

sdo enviadas para o polo central que é Belém, principalmente os casos de saude.

1. Mesorregido de Beléem — Microrregido Metropolitana de Belém que engloba:
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12 Regido de Saude: Ananindeua, Belém®, Benevides, Marituba, Santa Barbara.
6% Regido de Saude: Abaetetuba, Barcarena, Igarape- Mirim.

132 Regido de Saude: Baido, Cameta, Limoeiro do Ajuru e Oeiras do Para.

2. Mesorregido do Nordeste Paraense —» Microrregido Nordeste Paraense composta
das:

2% Regional de Saude: Acara, Bujart, Colares, Concordia, Santo Antonio do Taua,
Santa Isabel do Para, S&o Caetano de Odivelas e Vigia.

3 Regional de Sadde: Castanhal’, Curuca, lgarapé-Acl, Magalhdes Barata,
Maracand, Marapanim, Sdo Domingos do Capim, Sdo Francisco do Pard, Sdo Jodo da Ponta e
Terra Alta.

42 Regional de Saude: Augusto Corréa, Bonito, Braganca, Capanema, Cachoeira do
Pirid, Nova Timboteua, Ourém, Peixe-Boi, Primavera, Salindpolis, Santa Luzia do Par3,
Santarém Novo, S&o Jodo de Pirabas, Tracuateua e Viseu.

52 Regional de Saude: Aurora do Para, Capitdo po¢o, Garrafdo do Norte, Ipixuna do
Pard, Irituia, M&e do Rio, Nova Esperanca do Piria, Paragominas, Santa Maria do Para e Sao

Miguel do Guama.

3. Mesorregido do Marajo —»Microrregides compostas pelas seguintes Regionais de
Saude:

7% Regional de Saude: Afua, Cachoeira do Arari, Chaves, Ponta de Pedras,
Salvaterra, Santa Cruz do Arari, Sdo Sebastido da Boa Vista e Soure.

8% Regional de Saude: Anajas, Breves, Bagre, Curralinho, Melgaco e Portel.

Os municipios dessas microrregifes sdo assistidos nas demandas mais complexas,

por Belém.

4. Mesorregido do Baixo Amazonas —» Microrregides compostas pelas seguintes
Regionais:

9% Regido de Saude: Alenquer, Almerim, Aveiro, Belterra, Curua, Faro, Itaituba,
Jacareacanga, Juruti, Monte Alegre, Novo Progresso, Oriximina, Placas, Prainha, Rurépolis,

Santarém, Terra Santa e Traido.

! Municipio pélo da 12, 62, 72, 82 e 132 Regionais de Satde.
2 Municipio pélo da 22, 32, 42 e 52 Regionais de Satde.



48

Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

10% Regido de Saude: Altamira, Anapu, Brasil Novo, Porto de Mdz, Senador José

Porfirio, Uruara e Vitoria do Xingu.

5. Mesorregido do Sudeste Paraense—» Microrregido que engloba a seguinte
Regional:

112 Regional de Saude: Abel Figueiredo, Breu Branco, Bom Jesus do Tocantins,
Brejo Grande do Araguaia, Curiondpolis, Canad dos Carajas, Dom Eliseu, Goianésia do Par3,

Itupiranga, Jacundd, Maraba, Novo Repartimento, Palestina do Pard, Parauapebas, Picarra,

Rondon do Pard, S&8 Domingos do Araguaia, S80 Geraldo do Araguaia, Sdo Jodo do

Araguaia e Tucurui.

6. Mesorregido do Sudoeste do Para — Microrregido Sudoeste é assistida por
Maraba.

122 Regional de Salde: Agua azul do Norte, Bannach, Conceicdo do Araguaia,
Cumaru do Norte, Floresta do Araguaia, Ourilandia do Norte, Pau Darco, Redencdo, Rio
Maria, Santa Maria das Barreiras, Santana do Araguaia, Sdo Felix do Xingu, Sapucaia,

Tucumd e Xinguara.

Os municipios de Tailandia e Pacaja (6% e 10 Regionais de Saude respectivamente),

também sdo assistidos em suas demandas mais complexas pelo municipio de Maraba.

Em relacdo a doenca hanseniase, dados da Secretaria de Salde do Estado do Para,
(PARA, 2010) mostraram que as mesorregides que fizeram parte do estudo apresentam a
seguinte gradacdo de endemicidade: alta endemicidade, muito alta endemicidade e
hiperendémico para hanseniase. A maioria dos municipios das mesorregides sudeste (92%) e
sudoeste (94%) sdo hiperendémicos (Figura 10). Os municipios onde foram realizadas as
campanhas de doagdo de sangue, e de onde foram retiradas as amostras de sangue para o
estudo, apresentam elevados coeficientes de deteccdo geral, segundo dados do DATASUS
(2010), (quadro 2).
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Quadro 2 - Coeficientes de deteccdo geral nos municipios do estado do Par& que fizeram

parte do estudo, ano- 2009.

Municipios Caso Novo Populacao Coef. de detec. Parametro Hemocentro
Belém 449 1,392, 031 32,02 Muito Alto Belém
Castanhal 80 173, 096 46, 21 Hiperéndemico Castanhal
Igarape-Acl 14 35, 236 39,73 Muito Alto Castanhal
Santa Isabel 19 59, 476 31,94 Muito Alto Castanhal
Breu Branco 62 52, 497 118, 10 Hiperéndemico Maraba
Parauapebas 268 153, 942 174,09 Hiperéndemico Maraba
Santarém 76 294,774 25,78 Muito Alto Santarém

Total 971 771,020, 031 475, 56

Fonte: DATASUS/SINAN, 2010.

Figura 10 - Coeficientes de endemicidade de hanseniase nas mesorregides do Estado do Para
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Fonte: Adaptado de dados fornecidos pela SESPA-PA, 2010

4.4 INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

Fizeram parte da amostra da pesquisa, doadores de sangue ndo contato

intradomiciliar de portadores de hanseniase, residentes em areas endémicas do Estado do Para



50
Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

independente da classificacdo epidemioldgica (alta, muito alta e hiperendémica). Entende-se
como contato intradomiciliar o individuo que residiu ou reside no mesmo domicilio de um
portador de hanseniase no periodo minimo de trés meses, durante os cinco anos anteriores a
data do diagndstico, independente de ter ou ndo lagos consangiiineos com o mesmo. Para a
entrevista de selecdo dos participantes do estudo, foi aplicada uma ficha epidemiol6gica com
dados gerais de identificacdo, local de residéncia e cicatriz de vacina BCG (Apéndice B).
Alguns desses dados como sexo, idade, e cicatriz de vacina BCG (varidveis independentes)
foram correlacionados com os niveis soroldgicos encontrados, uma vez que, essas variaveis

podem interferir nos niveis de anticorpos anti-PGL-1 (IgM).

4.5 PROCEDIMENTOS DE CAMPO

Inicialmente o projeto foi apresentado aos gestores do Hemopa- Belém, que é a sede
responsavel pela coordenacdo dos demais hemocentros do Estado do Para, com fim de
solicitar autorizacdo para realizar a pesquisa em todos 0s hemocentros com os doadores de
sangue, no periodo das campanhas internas e externas em virtude da certeza de maior

demanda de doadores.

4.5.1 Selecdo dos doadores

Apoés a triagem de rotina dos candidatos & doadores de sangue, realizada pelos
técnicos do Hemopa, aconteceu a selecdo dos participantes da pesquisa, na ante- sala da coleta
de sangue, no grupo das pessoas identificadas como aptas para a doacgdo, procedimento que
foi realizado pela pesquisadora e seus auxiliares de pesquisa. Antes do contato individual com
cada doador foi realizado um esclarecimento grupal da finalidade da pesquisa, objetivando
sensibilizar os provaveis participantes. Subsequente a esse contato grupal foi realizada
entrevista individual com os voluntéarios e processada a leitura do documento contendo o
termo de consentimento livre e esclarecido, apos, foi assinado o referido termo pelos

participantes.
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4.5.2 Procedimento da coleta de sangue

O procedimento de coleta de sangue, para realizar a sorologia, foi executado pelos
técnicos do Hemopa no momento da retirada de sangue de veia calibrosa para a doagéo. Esse
procedimento obedece a um protocolo interno do Hemopa, que exige técnica asseptica.

Foi colhido cinco ml de sangue venoso de veia periférica com vacuotiner sem anti-
coagulante, ap6s adequada anti-sepsia do local. Os fracos previamente identificados contendo
o material (sangue-5 ml) foram acondicionados em caixas térmicas em temperatura adequada
(4°C), e transportados para a sala de centrifugacdo do Hemopa da localidade onde aconteceu a
campanha de doacdo para o processo de centrifugacdo. As amostras foram centrifugadas a
1500 rpm por 5minutos em centrifuga calibrada e o soro obtido foi colocado em frascos com
tampa bem acondicionados, e, conservados em feezzer temperatura de - 20°C, posteriormente,
foram novamente colocados em caixas térmicas em temperatura de 4°C transportados por
via aérea e terrestre para o Instituto Evandro Chagas (IEC) onde foi realizada a pesquisa de

anticorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae por meio do método ELISA (Anexo C).

4.5.3 Procedimentos laboratoriais para a sorologia - ELISA

Todo procedimento de pesquisa de anticorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae por
meio do método ELISA contou com o apdio técnico e cientifico de pesquisador responsavel
pelo laboratorio de hanseniase do IEC, juntamente com seus auxiliares de laboratdrio e pela

autora do estudo.

O protocolo de sorologia pelo método ELISA utilizado pelo Instituto Evandro
Chagas segue os padrdes norteados por Bihrer- Sékula (1988), (Anexo C) adota o antigeno
NT-P-BSA (trissacarideo natural ligado a um radical fosfato e ligado a soro-albumina bovina)
para sensibilizacdo das placas de ELISA, o qual é cedido pelo Prof. Fujiwara da Universidade
de Nara- Misasagi-Cho Nara, Japdo. Os outros insumos necessarios para o desenvolvimento

da técnica foram cedidos pelo IEC.

A composicdo do antigeno é uma fracdo semi-sintética (NT-P-BSA — Natural

trisaccharide + Phosphate + Bovine serum albumin) do Glicolipidio fenolico | (PGL-I) do M.
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leprae, antigeno de parede celular espécie-especifico desta micobactéria. Usa-se um
conjugado IgM anti-humano ligado a uma enzima- a peroxidase que quando em contato com
0 substrato (tetrametilbenzidine —TMB) converte a reacdo em cor azul que, quando blogueada

pelo acido sulfarico (H2SO4) torna-se amarela.

De forma breve a técnica pode assim ser descrita: placas NUNC de 96 pocos foram
sensibilizadas com antigeno semi-sintéticoTrisacaride Natural ligado a um radical Fosfato
ligado a albumina bovina (NT-P-BSA), lavadas com PBSTween a 0,1% e bloqueadas com
100uL de solucdo de PBST a 1% de BSA, incubadas a 37°C por 1 hora. Adicionou-se soro de
pacientes previamente diluidos com solucéo de PBST a 10% de soro normal de cabrito (NGS)
em concentracdo de 1: 300 e novamente incubadas a 37°C por 1 hora. As placas foram
novamente lavadas com PBST quatro vezes e entdo se adicionou 50 uL do conjugado anti-
IgM humana com a enzima Peroxidase em concentragdo de 1:2000 e incubou-se novamente a
37°C por 1 hora. As placas foram novamente lavadas quatro vezes com PBST e foi
adicionado o substrato tetrametilbenzidine (TMB- Invitrogen) e as placas foram Incubadas em
temperatura ambiente e no escuro por aproximadamente 30min. Dependendo do substrato este
tempo varia bastante. A reacdo foi parada com a adicdo de 50 uL da solucdo de &cido
sulfarico 2,5N de H,SO, no soro padrdo apresentou absorbancia de 450nm. Amostras

consideradas positivas apresentaram média de absorbancia > 0.2 e as negativas < 0.2
(BUHRER-SEKULA, 2008).

Todos os soros foram testados em duplicata e os resultados de ELISA foram
expressos pela média das absorbancias, o valor final da densidade ética (DO) de cada amostra
de soro foi calculado subtraindo o valor DO dos pogos revestidos com NT-P-BSA do valor
DO dos revestidos com BSA, dessa maneira foram eliminadas as ligacGes inespecificas, que

poderiam interferir na preciséo e na sensibilidade do teste.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram estruturados em um banco de dados no programa
Microsoft Excel 2007. Posteriormente foram analisados no programa Bioestat 5.0 para a
geracgdo de resultados estatisticos que comprovassem a associacdo de variaveis pertinentes ao

estudo, considerando o intervalo de confianga (IC) 95% e nivel a 5% ( p-valor < 0,05), isto €,
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um achado seria considerado estatisticamente significante se valor de “p” fosse menor ou

igual a 0,05 e sem significancia estatistica se esse valor de “p” fosse maior que 0,05.

Para a confirmagdo da hipdtese de nulidade (HO) considerou-se p > 0,05 e para a
rejeigdo, p < 0,05. Se a hipdtese de nulidade fosse aceita, significaria dizer que as variaveis
envolvidas no teste ndo estariam associadas, ou seja, ndo exerceriam nenhuma influéncia uma
sobre a outra. Caso a hipotese de nulidade fosse rejeitada, optar-se-ia pela hipotese alternativa

(H1), a qual afirmaria que as varidveis estariam relacionadas entre si.

O teste G e o teste Qui-quadrado foram utilizados para observar as modalidades
dispostas em tabelas de contingéncia | x ¢, onde se determinou as propor¢des observadas nas

diferentes categorias e significancia estatistica.

O teste t, foi aplicado para a analise dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 nas
amostras dos doadores de sangue entre 0s hemocentros estudados e entre 0s municipios
rejeitando-se ou aceitando-se a hipotese de nulidade conforme os valores de “p” obtidos,
possibilitando assim, associa¢cGes com dados epidemioldgicos referentes & endemia hansénica
e dados demograficos.

A correlacdo linear de Pearson foi utilizada para verificar a associacdo linear entre
niveis de anti-PGL-1, e a variavel idade pertinente ao estudo, a qual verificou a medida
através do grau e direcdo do coeficiente de correlacdo linear (r). O coeficiente de correlacdo
linear de Pearson pode variar de — 1 a +1, e quanto mais proximo desses valores, mais forte é
a associacdo entre as varidveis estudadas. Um escore proximo aos valores zero indica uma
fraca associagéo, e quando se obtém o valor zero, indica auséncia total de associagdo entre as

varaveis em analise.

A soropositividade foi obtida pela proporgdo de positivos na amostra da populagéo
de cada hemocentro. A soroprevaléncia foi calculada por meio da proporcdo da populacéo de
soropositivos de cada hemocentro, pelo total da populacdo de cada hemocentro no periodo de
um ano.

Para identificar o ponto de corte para o Estado do Para, nas amostras deste estudo,

utilizou-se as normas da OMS, e, que tambeém foi 0 mesmo recurso usado por Biirher (1998),
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quando da identificacdo do ponto de corte que subsidia varias pesquisas locais e nacionais (>
0.2). E 0 método da média dos niveis de anti-PGL-1 encontrado nas amostras mais duas (2)
vezes 0 desvio padrdo (SD). O resultado possibilitou fazer analogia com o ponto de corte que
é usado (>0.2).

4.7 NORMAS ETICAS

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo comité de ética do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Pard - NMT/UFPA, através do protocolo 050/2008
(Anexo B). A referida pesquisa atende a determinacdo da resolucdo 196/96-CNS/MS, que
estabelece diretriz e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. Os
individuos que concordaram em participar do estudo, apds esclarecimento claro e objetivo
receberam, leram e/ou ouviram o contetdo do termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice A).

4.8 AVALIACAO DE RISCO/BENEFICIO
O estudo pode ser considerado de baixo risco, apesar dos procedimentos que foram

realizados serem considerados invasivos, uma vez que sdo padronizados e foram conduzidos

por profissionais treinados, portanto, ndo causando nenhum dano ao paciente.
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5 RESULTADOS

A analise descritiva das caracteristicas de um total de 1001 doadores de sangue dos
quatro hemocentros do Estado do Pard, que fizeram parte do estudo, mostrou que a maior
demanda de doadores ocorreu nos hemocentros de Belém (35,3%) e Castanhal (32,2%), o
maior percentual de doadores foi do sexo masculino (69,7%), com grande predominio de
adultos jovens (72,7%). Pouco mais da metade dos doadores de sangue, tinha escolaridade de
ensino médio (58,3%), (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra, doadores de sangue, segundo dados
epidemioldgicos. Hemocentros/ Para, 2009-2010.

CARACTERISTICAS n %
Hemocentro
Belém 353 35,3
Castanhal 322 32,2
Maraba 189 18,9
Santarém 137 13,7
Total 1001 100,0
Sexo
Masculino 698 69,7
Feminino 303 30,3
Total 1001 100,0
Idade (anos)
<21 143 14,4
22 a 45 722 72,7
46 a 60 122 12,3
> 60 6 0,6
Total 993* 100,0
Escolaridade
Analfabeto 5 0,5
Ens. Fundamental 229 22,9
Ens. Médio 582 58,3
Ens. Superior 182 18,2
Total 998** 100,0

*0ito individuos ndo possuiam dados sobre a idade

** trés individuos ndo informaram escolaridade
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5.1 ANALISE DAS MEDIAS DOS NIVEIS DE ANTI-PGL-1 RESULTANTES DAS
AMOSTRAS DO ESTUDO

5.1.1 Média dos niveis de anti-PGL-1 por hemocentro e rela¢des entre médias.

A média dos niveis de PGL1, por hemocentro, nas amostras estudadas, mostrou 0s
sequintes valores: H. Belém - 0,0279; H. Castanhal - 0,0179; H. Maraba - 0,0363 e H.
Santarém — 0,0124. As diferencas entre as médias encontradas por hemocentro, através do
teste t, mostrou significancia estatistica entre H. Maraba e H. Santarém (p=0,0009), (Figura
11).

Figura 11 - Média dos niveis de anti-PGL-1 (ELISA), por hemocentros
do Estado do Para. 2009-2010.
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Teste t (p = 0,0009).

5.1.2 Média dos niveis de anti-PGL-1 por municipios que compde os hemocentros

A média dos niveis de PGL1, por municipios que compde 0s hemocentros, nas
amostras estudadas, mostrou Belém-0,0279; Santarém-0,0124; Castanhal-,0157; Parauapebas-
0,0286; Igarapé-Ac¢u-0,0107; Santa Isabel- 0,0268 e Breu Branco-0,0881. A andlise da relacdo
dos niveis de Anti-PGL1 entre as médias encontradas, aplicando o teste t, apresentou
significancia estatistica (p< 0,0001) entre Belém x Igarape-AcuU, Santarém x Breu Branco,
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Castanhal x Breu Branco, lgarapé-AcU x Breu- Branco e Santa Isabel x Breu Branco (Tabela
2).

Tabela 2 - Média dos niveis de anti-PGL 1 (ELISA), por municipios que
compdem os hemocentros do Estado do Para, 2009-2010.

Anti - PGL -1
Municipio n° Media Desvio Padrao
M DP

Belem 352 0,0279 0,0491
Santarém 137 0,0124 0,0559
Castanhal 79 0,0157 0,0249
Parauapebas 166 0,0286 0,0676
Igarapé- Acu 124 0,0107 0,0197
Santa lzabel 119 0,0268 0,0515
Breu Branco 24 0,0881 0,0731

Teste t (p< 0,0001) Belém x lgarapé- Acu; Santarem x Breu-Branco; Castanhal x Breu Branco;
Igarapé-Agu x Breu Branco; Santa lzabel x Breu Branco.
Fonte: Hemocentros do Estado do Para.

5.1.3 Média dos niveis de anti-PGL-1 segundo variavel independente sexo.

A analise da média aritmética dos niveis de anti-PGL1 entre 0s sexos, na amostra
estudada, ndo demonstrou diferenca estatistica significativa (p = 0,5068), conforme

apresentado no Box — Plot (Figura 12).

Figura 12 - Média dos niveis de anti-PGL1, segundo o0 sexo.
Hemocentros- Para. 2009-2010.
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5.1.4 Niveis de anti-PGL-1 de acordo com a variavel faixa etaria

Através da correlacdo linear de Pearson ndo se verificou nenhuma tendéncia a
reducdo ou ao aumento dos titulos de anti-PGL1 com o avangar da idade, sendo este achado
estatisticamente ndo significante ( p = 0,1716). Observa-se também que o coeficiente de
Pearson (r) € muito proximo do zero (r = 0,0431), atestando fraca associacdo entre as
varidveis estudadas. Conclui-se, portanto, que ndo ha relagéo significante entre os niveis de
anti-PGL1 e a idade neste estudo, ou seja, independente da idade que o paciente apresente,
ndo se observou alteracdes significativas nos niveis de anticorpos anti-PGL1, conforme

mostra o diagrama de dispersdo abaixo (Figura 13).

Figura 13 - Niveis de anti-PGL-1 em doadores, segundo faixa etaria.
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5.1.5 Media dos niveis de anti-PGL-1 em presenca de cicatriz da vacina BCG.

A grande maioria (88,1%) dos doadores de sangue, apresentou cicatriz de vacina
BCG no brago D. A anélise comparativa da descricdo dos niveis de anti-PGL1 entre pacientes
imunizados e ndo imunizados com BCG ndo mostrou significancia estatistica (teste t, p =
0,2011), obteve-se a média de 0,023 £ 0,04 entre os pacientes imunizados com BCG e de
0,0331 £ 0,08 entre os pacientes ndo-imunizados com BCG. (Tabela 3).
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Tabela 3 - Niveis de anti-PGL1, segundo, presenca de cicatriz de vacina BCG.

Hemocentros - Parg, 2009-2010

PRESENCA DE n
CICATRIZ
BCG
Sim 876
Néao 118
Total 994

%

88,1
11,9
100,0

Niveis de anti-PGL-1

Média

u
0,023

0,033

Desvio Padrao

Teste t (p =0,2011)

5.2 DISTRIBUICAO DA SOROPOSITIVIDADE CONTRA ANTIGENO PGL-1 NA

AMOSTRAS DE DOADORES : PC >0,2.

Conforme demonstrada abaixo, na Tabela 4, a soropositividade nas amostras dos

doadores apresentou no hemocentro-Maraba seu maior percentual (2,1%), seguido pelo

hemocentro-Belém (2,0%), o menor percentual correspondeu ao hemocentro-Castanhal

(0,6%).

Tabela 4 - Taxas de soropositividade de anti-PGL-1( ELISA) nas amostras
dos doadores. Hemocentros- Para, 2009-2010.

Hemocentro Anti-PGL1

<0,2 >0,2
n % n %
Belém 346 98,0 7 20
Castanhal 320 99,4 2 0,6
Maraba 185 979 4 21
Santarém 135 98,5 2 1,5
Total 986 985 15 15

N
353
322
189
137

1001

%
35,3
32,2
18,9
13,7

100,0

Teste G (p = 0,4059)
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5.3 DISTRIBUICAO DA SOROPREVALENCIA DE ANTIGENO ANTI-PGL-1 NAS
AMOSTRAS DE DOADORES: PC >0,2.

Na Tabela 5 os resultados mostraram que a maior soroprevaléncia ocorreu entre 0s
doadores do hemocentro-Maraba (0.90 %), seguido do hemocentro-Santarém (0.44 %). A
menor taxa de soroprevaléncia ficou com a populacdo de doadores do hemocentro-Belém
(0.13 %).

Tabela 5 - Distribuicdo da soroprevaléncia de IgM anti-PGL-1, segundo
nimero de doadores soropositivos. 2009-2010.

Hemocentro Populacéo Anti -PGL1 > 0,2
N n %
Belém 5216 7 0,13
Castanhal 462 2 0,43
Maraba 442 4 0,90
Santarém 451 2 0,44
Total 6571 15 0,23

5.4 DEFINICAO DE PONTOS DE CORTE (PC) PARA O TESTE ANTI-PGL-1 EM
AREAS ENDEMICAS DO ESTADO DO PARA.

Conforme ja mencionado na metodologia, a obtencdo do ponto de corte (PC) deste
estudo seguiu os padrdes adotados pela OMS, ou seja, a média dos niveis de anti-PGL-1
encontrados na populacdo do estudo acrescido de duas vezes o valor do desvio padrdo (média
dos niveis £ 2 DP). Em virtude da anélise das médias dos niveis de anti-PGL-1, entre alguns
dos municipios deste estudo ter apresentado significancia estatistica (p < 0,0001) (tabela 2),
optou-se por identificar PC com base na média geral dos niveis de anti-PGL-1de todos os
doadores, com base na média por hemocentro e com base na média por municipio para

verificar a ocorréncia de variacdes importantes.

Foi obtido o PC geral global de 0,13 (Quadro3), o0 mesmo valor foi encontrado para o
hemocentro Belém e para o municipio de Belém. O PC com valor 0,12 foi comum para o

hemocentro Santarém e para 0 municipio de Santarém. O hemocentro Maraba e o Castanhal
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tiveram PC diferenciados, 0,18 e 0,09 respectivamente (Quadro4). Os municipios do estudo
que compde o hemocentro Maraba (Parauapebas e Breu Branco) também tiveram PC
diferenciados que foram 0,16 e 0,23 respectivamente (Quadro5). Ndo houve significancia
estatistica entre os PC dos hemocentros (teste t; p= 0,5) e nem entre os PC dos municipios
(teste t; p=0,4512).

Quadro 3 - Ponto de Corte Geral Global

Média Desvio Padréao Ponto de Corte

Geral 0,0241 0,052 0,13

Quadro 4 - Ponto de Corte por Hemocentro

Anti - PGL 01

Hermocentro Media Desvio Padrdo | Ponto de Corte | Percentual de municipios
endémicos nos hemoc.
V1 DP H+2xDP %

Belém 0.03 0.05 0.13 67,0 (Muito alto)
Castanhal 0.02 0.04 0.09 36,0 (Hiperéndemico)
Maraba 0.04 0.07 0.18 92,0 (Hiperéndemico)
Santarém 0,01 0,06 0,12 44,0 (Hiperéndemico)

Teste t; p=0,5

Quadro 5 - Ponto de Corte por Municipios

Anti - PGL 01
Municipio Meédia | Desvio Padrédo | Ponto de Corte Endemicidade
M DP M+2xDP taxas de detecgéo geral
Belém 0.03 0.05 0.13 32,02 (Muito alto)
Santarém 0.01 0.06 0.12 25,78 (Muito alto)
Castanhal 0.02 0.02 0.07 46,219 (Hiperéndemico)
Parauapebas 0.03 0.07 0.16 174,09 (Hiperéndemico)
Igarapé- Acu 0.01 0.02 0.05 39,73 (Muito alto)
Santa lzabel 0.03 0.05 0.13 31,94 (Muito alto)
Breu Branco 0.09 0.07 0.23 118,10 (Hiperéndemico)

Teste t; p= 0,4512
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5.5 DISTRIBUICAO DA SOROPOSITIVIDADE NAS AMOSTRAS DE DOADORES DE
SANGUE, COM BASE EM PONTOS DE CORTE DISTINTOS: >0.20 e > 0,13

A andlise da tabela abaixo demonstrou, em termos absolutos, que a soropositividade,
observada nas variéveis sexo, idade, BCG, municipios e hemocentros, quando se usou ponto
de corte com valor 0,13, passou de 15 para 36, porém o aumento ndo foi suficiente a ponto de

produzir significancia estatistica.

Tabela 6 - Distribuicdo comparativa de soropositividade nas amostras de doadores de sangue
com pontos de corte distintos. Pard, 2009-2010

Anti - PGL1 SOROPOSITIVIDADE Teste
Variaveis estudadas >0.20 >0.13 estatistico
Sexo n % n %
Masculino 11 73.3 25 69.4 Teste G
Feminino 4 26.7 11 30.6 p =0,9526
Total 15 100.0 36 100.0
Idade (anos)
<21 1 6.7 3 8.3 Teste G
22 a 45 10 66.7 27 75.0 p=0,7165
46 a 60 4 26.7 5 13.9
> 60 0 0.0 1 2.8
Total 15 100.0 36 100.0
Hemocentro
Belém 7 46.7 16 44.4 Teste G
Castanhal 2 13.3 6 16.7 p =0,9470
Maraba 4 26.7 11 30.6
Santarém 2 13.3 3 8.3
Total 15 100.0 36 100.0
Municipios
Belém 7 46.7 16 44.4 Teste G
Santarém 2 13.3 3 8.3 p =0,5073
Castanhal 0 0.0 2 5.6
Igarapé-Acu 0 0,0 1 2.8
Paraupebas 2 13.3 3 8.3
Santa lzabel 2 13.3 3 8.3
Breu Branco 2 13.3 8 22.2
Total 15 100.0 36 100.0
Vacina BCG
Sim 13 86.7 30 83.3 Teste G
Nao 2 13.3 6 16.7 p=0,9016

Total 15 100.0 36 100.0
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6 DISCUSSAO

A descoberta de casos de hanseniase € definida pelo exame clinico, o qual é
soberano. N&o existe exame laboratorial sensivel que possa, isoladamente, diagnosticar a

doenca.

Com a descoberta do antigeno especifico do M. leprae (PGL-1), a sorologia mostrou-
se um recurso altamente sensivel para deteccdo de anticorpos contra 0 M. leprae na corrente
sanguinea. Muitos estudos demonstraram que a carga bacilar de um paciente de hanseniase
tem correlacdo com a existéncia de anticorpos IgM direcionados contra o glicolipideo
fenolico (PGL-1). Portanto, a deteccdo de anticorpos contra o M.Leprae é potencialmente til
para estudos soroepidemiol6gicos, uma vez que a prevaléncia da soropositividade em uma
populagdo pode significar o reflexo da taxa de exposi¢do/infeccdo (MENZEL, 1987,
SOEBONO, 1992; CHANTEAU, 1998; STEFANI, 1998).

A sorologia pelo método ELISA, requer a existéncia de um ponto de corte para
separar doentes de ndo doentes. O ponto de corte geralmente ¢ identificado a partir do soro de
doadores de sangue, em virtude dos mesmos, passarem por triagem criteriosa antes da doagéo,
diminuindo assim a possibilidade de reacdo cruzada no momento do teste sorolégico. Pode
também proceder de pessoas ndo doadoras consideradas sadias, sem sinais clinicos de
hanseniase. No entanto, se faz necessario que os participantes do estudo ndo sejam contato
domiciliar de portador de hanseniase e preferencialmente pertencentes a mesma comunidade
(MENZEL, 1987; CELONA, 1993; CHANTEAU, 1998; BUHRER-SEKULA, 1998).

O presente estudo teve como amostra 1.001 doadores de sangue demandantes dos
quatro hemocentros do Estado do Para com objetivo de descrever o comportamento
soroldgico dos niveis de anticorpos anti-PGL-1, método ELISA, em individuos sadios em
areas endémicas em hanseniase do Estado do Pard e sua correlagdo com niveis de
endémicidade e fatores demogréaficos. Os hemocentros estdo localizados em cidades polos
responsaveis pela captacdo de doadores, e, distribuicdo de sangue para as unidades
hospitalares municipais e estaduais. O Estado do Para possui hemorrede composta por quatro
hemocentros, que sdo: Hemopa-Belém (coordena e gerencia as a¢des dos demais), Hemopa-

Castanhal, Hemopa- Maraba e Hemopa-Santarém.
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A andlise dos resultados mostrou que as maiores demandas de doadores aconteceram
nos hemocentros, das cidades pdlos, que possuem maior populacdo, destacando-se o

Hemocentro—Belém com maior nimero de doadores, seguido, pelo Hemocentro- Castanhal.

Mais da metade da amostra dos doadores foi composta pelo sexo masculino,
caracteristica comum entre o perfil de doadores de sangue, de acordo com dados estatisticos
do HEMOPA-PA, e reafirmada em varios trabalhos como os de Moura (2006) e Araujo
(2010) que encontraram a mesma caracteristica. Historicamente os homens sempre doaram
mais sangue que as mulheres (BRASIL, 2004). Vale ressaltar, que por norma do Ministério da
Saude os homens podem doar sangue até quatro vezes ao ano, enquanto as mulheres podem
doar até no maximo trés vezes. Possivelmente esse fato contribui para a maior demanda

masculina.

Com relacdo a idade dos doadores encontrada neste estudo, foi compativel com a de
outros trabalhos, ou seja, os adultos jovens sdo o0s que mais doam sangue. A idade
preconizada para doacgdo era minima de 18 anos e maxima de 60 anos. Em dezembro de 2002,
foi alterada a maxima para 65 anos (BRASIL, 2004).

A escolaridade, neste estudo, apontou que as doac¢des foram maiores entre as pessoas
gue tem o ensino médio. Araudjo (2010) também encontrou 0 mesmo dado e comenta que a
escolaridade possibilita maior entendimento da importancia das doagdes para a sociedade. A
escolaridade é um fator essencial também na prevencdo de diversas doencas infecto-

contagiosas como € o caso da hanseniase.

Em resumo o perfil da amostra teve como caracteristicas ser composta
predominantemente por jovens e adultos jovens do sexo masculino, sadios em virtude de
serem doadores de sangue. Achado importante para a proposta deste trabalho, uma vez que o
sexo e a idade sdo varidveis que podem interferir nos niveis séricos de IgM, que sdo
anticorpos especificos anti-PGL-1. Esses anticorpos podem estar fisiologicamente mais
elevados em organismos jovens de ambos o0s sexos e em mulheres até a idade adulta,
conforme observado por Maddison et al., (1975), ou podem se encontrar elevados na resposta
humoral em portadores de hanseniase (HUNTER et al., 1982; VAN BEERS, 1994).
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O Estado do Para, até novembro de 2010, era dividido em seis Meso Regides de
Saude, em quatro delas, Sul, Sudeste, Nordeste e Baixo Amazonas, as taxas de deteccdo de
hanseniase sao de hiperendemicidade (> 40.0/100.000 hab.). Nas duas restantes, Regido
Metropolitana e Marajo, as taxas sdo de muito alta endemicidade (20-39.99/100.000hab.). O
grande territdrio do Pard possui caracteristicas propicias para que essas taxas se mantenham
elevadas, como clima umido e temperatura elevada (SILVA, 2010). Somado a esses fatores
algumas areas do Estado do Para fazem parte de clusters que foram evidenciados por Penna et
al. (2008), e o Estado possui taxas elevadas de deteccdo em menores de 15 anos, o que piora o
quadro epidemioldgico (BRASIL, 2011).

Nos anos de 2009 a 2011 foram notificados 2.148 casos nas formas multibacilares
entre os municipios que fizeram parte deste estudo (SINAN, 2011),e as formas multibacilares
apresentam predominio de resposta imunoldgica do tipo humoral, em geral, com niveis
elevados de anticorpos anti-PGL-1 (HUNTER et al., 1982).

A analise dos niveis de anti-PGL-1 nas amostras de sangue, dos doadores deste
estudo, identificou que quase a totalidade (98.5%), apresentou individualmente niveis de anti-
PGL-1 acentuadamente inferior a 0.2, e média geral de 0,0241, portanto, bem aquém do
ponto de corte que em geral é usado nos protocolos de sorologia (ELISA), no Estado do Para.
Em virtude das elevadas taxas de endemicidade em hanseniase, do ambiente socio-
econdmico, geografico, climatico e também pela presenca de clusters, supor-se-ia encontrar

negatividade sorol6gica mais proxima do limite do ponto corte, usado na regido (0,2).

Este achado € concordante, em termos percentuais, com estudo realizado em area
endémica, nas Filipinas, por Cellona (1993), ao analisar 401 individuos sadios da populagéo
geral, encontrou 98.3% de soronegativos, adotando ponto de corte menor que 0.16 (< 0.16).

Outros estudos realizados em areas de grande endemicidade também detectaram, na
populacédo geral, baixos niveis de anticorpos anti-PGL-1, Brett et al. (1983), Buhrer (1998) e
Mitie (2003), mas, também demonstraram que uma parcela dos casos novos de hanseniase
surgiram de soronegativos da populacdo geral de &rea endémica, sem contato prévio
conhecido. O que reforga a idéia de alguns pesquisadores que nem toda infecgdo subclinica,

pelo M. leprae, € detectavel pela sorologia, visto que a mesma revela elevadas especificidade
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e sensibilidade nos casos em que predomina a resposta imunoldgica do tipo humoral, e baixa
sensibilidade nos casos onde predomina a resposta imunoldgica celular. Dessa forma, as
possiveis infecgdes sub-clinicas em organismos onde a resposta celular € dominante poderiam
ndo ser detectadas pela sorologia (KLATSER, 1996; BUHRER, 1998; VAN BEERS et al.,
1999).

Por sua vez, a analise da média dos niveis de anti-PGL-1, por hemocentro, refletiu
os achados individuais de soronegatividade, com significancia estatistica entre os niveis dos
hemocentros de Maraba e de Santarém. O hemocentro Maraba é formado por municipios que
ficam localizados no Sul e Sudeste do Estado do Pard, onde a grande maioria € classificada,
segundo a OMS, como hiperendémico para hanseniase. O hemocentro de Santarém é
composto por municipios localizados na regido do Baixo Amazonas, onde um pouco menos
da metade (44%) dos municipios possuem taxas de deteccdo dentro dos indices de
hiperéndemicidade, a outra metade possui taxas de alta (24%) e muito alta endemicidade
(20%). Essas variacBes nas taxas de endemicidade podem ter influenciado nos resultados
encontrados, fazendo com que a média dos niveis de anti- PGL-1, em Santarém alcancasse

0.0124, portanto, inferior a de Maraba que alcancou 0.0364.

Os municipios onde a soronegatividade anti-PGL-1 se apresentou menos distante do
limiar do ponto de corte, foram os que evidenciaram as taxas mais elevadas de deteccdo geral
em hanseniase (PCH/SINAN, 2010) como Breu Branco (118,10/100.000 hab.), que pertence a
hemorrede de Maraba, e o municipio de Castanhal que pertence a hemorrede Castanhal
(46,21/100.000 hab.) ambos hiperéndemicos, cujas soronegatividades foram 0,091 e 0,016
respectivamente. A expectativa seria encontrar uma negatividade mais proxima do limiar do
ponto de corte, em consequéncia das elevadas taxas de deteccdo e das caracteristicas
epidemioldgicas da regido favoraveis a infecgdo pelo bacilo de Hansen como clima, densidade
populacional e condi¢Bes socio-econdmicas, fatores estes ja4 destacados em trabalhos
anteriores como em Chanteau et al. (1987); Fine e Ponniguhase (1988); Biiherer, (2003); Dias
Nobre, (2005) e Montenegro (2004) também, pela provavel elevada carga bacilar circulante
no meio ambiente, em virtude do nimero de casos multibacilares notificados nessas areas, e
pela presenca de clusters identificados no Sul, Sudeste e Nordeste paraense, segundo Penna et
al. (2008).
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Silva (2008) ao realizar analise soroldgica em controles de &rea endémica no Brasil
(n=72) e em controles no Chile, pais ndo endémico, (n=30), encontrou como médias
soroldgicas de anti-PGL-1, valores de 0.041 e 0.026 respectivamente. Observou-se, portanto,
que os valores da média dos niveis de anti-PGL-1 da &rea de um pais ndo endémico,
encontrada no estudo citado, foi préxima a encontrada neste estudo, é&rea de

hiperéndemicidade, cujo valor alcangou 0.0241.

Uma provavel explicacdo para os resultados soroldgicos encontrados neste estudo
seria uma tendéncia imunoldgica a resposta celular, por parte do organismo dos individuos
residentes nessas areas, ocasionadas por caracteristicas proprias do organismo, por fator
imunogenético, ou por estimulo da imunoprofilaxia com BCG, conforme observado em
estudos prévios realizados por Menzel (1997), Cellona (1993), Calado (2005), Amador (2004)
no sudeste paraense em area hiperendémica do nordeste do Para e também Dipre et al.
(2012).

Com relacdo as varidveis idade e sexo, observou-se predominancia de jovens
(87.1%), e maior proporgdo de homens (69.7%), ndo foi observada nenhuma tendéncia
significativa a aumento ou reducdo nos niveis de anti-PGL-1 em relacdo a essas variaveis.
Resultado concordante com o observado por Calado (2005) e discordante com pesquisas que
afirmam que mulheres jovens e criancas, de ambos 0s sexos, tém como caracteristica natural
do sistema imunoldgico, tendéncia em produzir maior quantidade de IgM segundo Menzel
(1975), que se traduziria em exame sorolégico ELISA positivo, sem necessariamente estar
associado a infeccdo sub-clinica pelo M. leprae conforme Mitie et al. (1998); Goulart et al.
(2002) e, um declinio com o passar da idade (MENZEL, 1987;VAN BEERS, 1994; WU,
2002).

Outros estudos encontraram niveis mais elevados de anticorpos anti-PGL-1, em
criangas, adolescentes, adultos jovens e mulheres como Bakker et al. (2004), Andrade et al
(2008). A justificativa para o achado, segundo os pesquisadores, poderia ser devido a
proporcao de individuos dessas faixas etarias e do sexo feminino presentes na amostra, devido
a metodologia do estudo. Barreto et al. (2010) em area endémica no nordeste paraense,
observaram niveis elevados de anti-PGL-1 em escolares, resultado atribuido, pelos autores, ao

grau de hiperéndemicidade da area do estudo.
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Fine et al. (1988) também encontraram soropositividade maior entre mulheres e
questionaram se esse achado era devido a uma maior exposicdo feminina ou ao fato das taxas
IgM serem fisiologicamente maiores nas mulheres. Essa pesquisadora afirma que, a relagédo
entre idade e soropositividade é importante, mas, existem fatores paralelos que devem ser
levados em conta para avaliar essa relacdo, tais como: tempo de residéncia na area endémica e

procedéncia da pessoa, entre outras.

A presenca de cicatriz da vacina BCG, observada nos doadores que fizeram parte do
estudo, é um dado epidemioldgico importante para hanseniase, uma vez que esta vacina foi
incluida como medida de controle da doenca, pelo Ministério Salude através da portaria
125/SVS-SAS de 26 de marco de 2009, para uso em contatos de portadores das diversas
formas de hanseniase em duas doses. A vacina BCG faz parte do calendario da imunizagéo
basica de criangas recém-nascidas para protecdo contra as diversas formas de tuberculose. E
uma das mais antigas vacinas, foi produzida entre os anos de 1906 e 1919, a partir de cepa
atenuada do M. bovis (BRASIL, 2009; BRASIL, 2010).

Ressalta-se que o Brasil é o Unico pais endémico que adota a dose de reforco da
vacina BCG como suporte para o sistema imunoldgico na luta contra a hanseniase, conduta

adotada possivelmente pela baixa cobertura dos exames de contato (OLIVEIRA, 2008).

Na amostra estudada, a grande maioria dos doadores (88,1%) possuia uma cicatriz de
vacina BCG, no braco D, comprovando o uso do esquema basico na infancia. Apenas 11.1%
ndo possuia cicatriz, no entanto, ndo houve diferenca significativa nos resultados dos niveis de
PGL-1, pois ambos 0s grupos de vacinados e ndo vacinados apresentaram médias dos niveis
de PGL-1 de 0.023 e 0.0331 respectivamente. Os resultados levam a supor que, nos
portadores de cicatriz, a vacina poderia ter contribuido para uma acdo mais eficaz do sistema
imunoldgico pelo provavel estimulo a resposta celular, tornando-a mais competente no
combate ao bacilo, mesmo em uma dose, refletindo dessa maneira, niveis séricos baixos de

anticorpos anti-PGL-1.

Estudos destinados a avaliar o efeito da vacina BCG, em contatos, identificaram
reducdo no nimero de casos multibacilares entre eles, e concluiram que seria pelo estimulo da
resposta celular induzida pela vacina (DUPPRE, 1998; LOMBARDI et al., 1995; BAKKER,
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2005). Rodrigues et al. (1992) em estudo realizado em érea de alta endemicidade no Brasil,
observou 81% de efeito protetor da vacina BCG em contatos e também chegou a mesma

conclusao.

Amador (2004) ao analisar a eficacia da vacina BCG, em contatos de portadores de
hanseniase, em &reas endémicas do Sudeste do Estado do Para, observou declinio
significativo de soropositividade anti-PGL-1 apds introducdo da segunda dose da vacina. A
proporcao de soropositivos em 1998 era de 82.52% e caiu para 17.47% em 2002. Esse achado
reforca a teoria de que a vacina teria impacto na incidéncia das formas contagiantes doenca,

segundo a autora.

Diipree et al. (2012), em estudo de coort em area endémica do Brasil, observaram que
0s contatos soropositivos de portador de hanseniase vacinados com BCG, ao desenvolverem
hanseniase, foram acometidos pela forma paucibacilar. Os contatos soronegativos nao
vacinados foram acometidos das formas multibacilares. Achado que foi atribuido, pelos

pesquisadores, ao estimulo de TNF-y com consequente estimulo da resposta celular.

Barreto et al. (2010) em estudo com escolares da populacdo geral de um municipio de
area hiperendémica da regido nordeste do Para, observaram que houve associacdo
significativa entre soropositivos e o status da vacina com BCG. Os pesquisadores
argumentaram que esse achado seria devido a uma co-ocorréncia da infeccéo pelo M.leprae e
a vacina BCG induzindo a formacédo de elevados niveis de anti-PGL-1,e que posteriormente

poderia haver reversao para resposta celular.

No presente estudo, os doadores que ndo apresentaram cicatriz de vacina BCG e,
portanto, ndo foram considerados vacinados, podem ter como justificativa para os niveis
considerados baixos de anti-PGL-1 a influéncia da carga genética nas defesas naturais, ou
seja, ja trazem o perfil de resposta imunoldgica do tipo celular. Fato ja discutido em alguns
trabalhos como os de Foss (1997), Calado (2005) e VVan Brakel (2000), entre outros.

Estudos realizados no Chile Continental reafirmaram a ndo existéncia de casos de
hanseniase nas populag¢Ges dessa area, fato que foi atribuido a fatores como: clima, topografia,

a genética e ao desenvolvimento de programas de vacinagdo com BCG (SILVA, 2008).
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A andlise da soropositividade na populacdo estudada mostrou percentuais que podem
ser considerados baixos, em virtude, das elevadas taxas de deteccdo de hanseniase nessas

areas. Somados 0s quatro hemocentros alcancaram um percentual de 1,5%. (15/1001).

Resultados semelhantes foram relatados por Amador (2004) em estudo realizado em
contatos de portadores de hanseniase em municipios hiperendémicos do Sudeste paraense. A
expectativa da referida pesquisa seria encontrar taxas elevadas de soropositividade, uma vez,
que uma grande parte dos casos indices levantados no estudo, segundo a autora, era de formas
multibacilares. As baixas taxas de soropositividade foram atribuidas a uma fraca resposta
humoral e forte resposta celular, ndo detectavel pela sorologia. Os ensaios sorolégicos nao
refletem todos os casos clinicos, principalmente onde predomina resposta imunoldgica celular
(KLATSER, 1996; BUHRER, 1998; VAN BEERS, 1999).

Por outro lado, estudo realizado no Nordeste paraense, em escolares da populagédo
geral, ndo contatos de casos de hanseniase encontrou taxas elevadas de soropositividade
(BARRETO et al.,, 2010). Achado justificado pelos autores, aos elevados indices de
endemicidade dessa area, como também nas diferencas de protocolos da técnica ELISA que
trazem alteracGes nas diluicbes do antigeno e no tipo de antigeno (CHO et al., 2001;
SCHURING et al., 2006). Poderia-se também aventar a possibilidade da caracteristica
fisioldgica que possui essa faixa etaria em relacdo aos niveis mais elevados de anticorpos ter
contribuido para o achado (MENZEL et al., 1975; WU, 2002; GOULART et al., 2002).

Salgado et al. (2012) analisando niveis de soropositividade entre contatos e nao
contatos de portador de hanseniase, e escolares da populacdo geral de um municipio do oeste
do Pard, onde a endemicidade € alta, encontrou percentuais de soropositividade elevados em
todos os grupos. A positividade encontrada nos escolares levou os pesquisadores supor que
existe uma elevada prevaléncia de infeccdo subclinica pelo M. Leprae entre eles, e que a

origem do contato estaria em caso-indice ndo identificado no domicilio dos escolares.

Outros estudos, realizados na Indonésia e Nova Guiné encontraram taxas de
soropositividade em area de elevada endemicidade que variou entre 9% e 32% (SOEBONO et
al., 1991; BAUGAMART et al., 1987). Essas variagdes foram atribuidas a varios fatores,

inclusive o uso de diferentes antigenos, diferencas de sensibilidade e especificidade e



71
Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

diferentes pontos de corte. Proporcdo consideravel de soropositividade também foi relatada
por Buhrer (2003) com percentuais entre 17.9% e 12% na populacdo geral em area endémica

no Brasil.

Alguns pesquisadores, como Gonzalez-Abreu et al. (1990); Van Beers, Madeleine,
Klatser, (1996) consideram a populacdo geral de area hiperéndemica de hanseniase como
contato social, pois estimam que o bacilo esteja circulando, principalmente se a maioria dos
casos diagnosticados nessa populagdo for das formas multibacilares. No Estado do Para uma
grande parcela dos casos diagnosticados sdo multibacilares, conforme dados do SINAN
(2010).

Saad, Medeiros e Gallo (1991), Foss, Callera e Alberto (1993) realizando testes
soroldgicos em grupo controle (doadores de sangue) em é&reas endémicas, no Sudeste
brasileiro, utilizando antigenos distintos e técnica ELISA com sutis modificacBes, em
populacdo brasileira com endemicidade elevada, encontraram 7% e 3% de positividade
respectivamente. Ao analisar esses resultados, observaram que os individuos positivos, ndo
apresentavam sinais clinicos de hanseniase. Os autores concluiram que esses dados poderiam
revelar uma possivel infeccdo subclinica, ou uma reacdo cruzada com micobactéria

desconhecida.

Pesquisadores em hanseniase acreditam que nem toda infeccdo subclinica seja
detectavel pelos niveis de anti-PGL-1, principalmente, nos casos em que 0 organismo tem
preponderante resposta celular entre esses estdo, Menzel (1987), Gonzalez-Abreu et al.
(1990), Beers, Madeleine e Klatser (1996). Essa suposicdo pode ser estendida a situacao

epidemioldgica das areas deste estudo.

Seguindo o raciocinio de que a populagdo geral de area hiperendémica para
hanseniase pode ser considerada contato social, pode-se dizer que, existe risco significativo de
exposicdo e/ou infecgdo pelo M. leprae nos individuos residentes nessas areas, conforme ja
mencionado por estudos (VAN BEERS; HATA; KLATSER, 1999). Entretanto a
soropositividade encontrada neste estudo ndo foi compativel com a provavel exposi¢do ao
bacilo. Diante disso, poderia supor que a aparente escassez de soropositivos, deste estudo, se

deve a fatores imunogenéticos, somados a intervengdo vacinal com BCG (mesmo que em uma
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dose), como também aventar hip6tese que o uso de um ponto de corte mais baixo, resultaria

em soropositividade maior e mais compativel com a realidade endémica da regido.

A soroprevaléncia deste estudo, a qual representa 0 nimero de soropositivos pela
populacdo de doadores, mostrou nimeros relativos compativeis aos resultados encontrados
para soropositividade. A maior soroprevaléncia ocorreu entre os doadores do hemocentro-
Maraba (0.90%) seguido do hemocentro-Santarém (0.44 %), a menor taxa de soroprevaléncia

ficou com a populacdo de doadores do hemocentro-Belém (0.13%).

Estes achados se contrapde aos achados de soroprevaléncia de trabalhos classicos
como os de Chanteau et al., (1987) em controles de area endémica da Polynésia Francesa e
Cho e Kim, (1992) em érea endémica das Pillipinas. Na literatura de modo geral a
prevaléncia de anticorpos anti-PGL-1 varia entre 1.0 a 16.0% entre controles de areas
endémicas e entre contatos domiciliares a taxa eleva para uma variacdo de 12 a 20% (CHO;
KIM, 1992; CHANTEAU et al., 1987).

Portanto, as taxas de soroprevaléncia encontradas neste estudo ndo refletiram a

dimensdo das taxas de deteccdo de hanseniase nessas areas hiperendémicas.

Os estudos soroepidemoldgicos, pelo método quantitativo ELISA, necessitam de
parametro que estabeleca uma divisdo entre resultados positivo e negativo ou limiar de
reatividade ou ponto de corte, o qual é obtido com base em populacdo sadia ndo contato de

hanseniase.

Chanteau et al. (1987); Menzel, et al. (1987) chegaram a conclusédo que o melhor
ponto de corte € obtido da populagdo onde sera realizado o estudo, e, que os participantes ndo
devem ser contato intradomiciliar, independente do grau de endemicidade, para evitar desvios
para mais ou para menos e consequentes falso-positivos ou falso-negativos. Critério esse, que

foi atendido neste estudo.

Existem duas metodologias basicas de se obter um ponto de corte para o teste anti-
PGL-1 na hanseniase pelo método ELISA. A primeira € denominada curva ROC (Receiver

Operating Characteristic), tem larga aplicacdo na medicina diagnostica, trabalha com dois
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grupos (doentes e ndo doentes) avalia sensibilidade e especificidade (PAGANO et al., 1993;
MARTINEZ et al., 2003; SILVA, 2005). A segunda metodologia é a mais usada e
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), trabalha com a média dos valores

detectados mais dois ou trés desvios padrdo (média + 2 ou 3 SD).

Burher (1998) obteve resultado em estudo realizado nas Filipinas. A populacdo
controle dessa pesquisa foi composta de pessoas que viviam na mesma comunidade que 0s
portadores de hanseniase. A exigéncia do protocolo da pesquisa era que os controles ndo
residissem com portador de hanseniase e nem tivessem sinais clinicos da doenga. Os soros
foram testados em duplicata, e, os resultados ELISA foram expressos pela média das
absorbancias das duplicatas. O valor final da densidade 6tica (OD), de cada amostra de soro,
foi calculado subtraindo o valor OD dos pocos revestidos com BSA a partir do valor OD dos
pocos revestidos com DBSA. O ponto de corte foi obtido pela média dos resultados mais dois
desvios padrao, resultando em uma OD de 0.200. Sendo entdo estipulado que valores iguais
ou maiores que 0.2 seriam considerados positivos e abaixo de 0.2 negativos. Esse valor de

ponto de corte € um dos mais utilizados em estudos soroepidemioldgicos a nivel nacional.

Neste estudo, os procedimentos laboratoriais foram os mesmos adotados por Burher
(1998), uma vez que o objetivo desta pesquisa foi avaliar se existia diferenca entre o ponto de
corte identificado pela sua pesquisa, em relacdo ao ponto de corte encontrado por este estudo.
Os soros também foram testados em duplicata, técnica ja descrita na metodologia do trabalho.
Os resultados obedeceram ao célculo da média das absorbancias das duplicatas mais dois

desvios padrdo, conforme orientacdo do Ministério da Satde e usado por Birher (1998).

O ponto de corte geral encontrado com base na média de todas as amostras dos
doadores do estudo, foi 0.13, ou seja, diferente ao de Birhrer (1998), portanto, a hipotese
formulada para este trabalho foi confirmada e demonstra comportamento soroldgico
diferenciado, o qual expressa o status imunoldgico da populacdo ndo doente residente nessas
areas de elevada endemicidade, a qual pode ser considerada contato social (VAN BEERS;
HATA; KLATSER, 1999). Resultados sorolégicos anti-PGL-1, utilizando ponto de corte
relativamente alto, (0.2) e altos (0.3 e até 0.4) com certeza possibilitam maior especificidade,
ou seja, tem poucas possibilidades de fornecer resultados falso-positivos e tendem identificar

pessoas que se vierem a desenvolver a doenca hanseniase, serd nas formas multibacilares,
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onde predomina a resposta humoral com presenca do anticorpo IgM, conforme observado por
Cho et al., (1983), Brett et al., (1986), Burgess et al., (1986) e Mitie (1995) entre outros.
Regra que nem sempre pode ser aplicada a todas as populacbes residentes em areas

endémicas, pois 0s comportamentos sorolégicos séo diferenciados.

Corroboram com o achado deste estudo, pesquisadores como Saad et al. (1990), Foss
et al. (1993) ao defenderem a ideia que um ponto de corte baixo, possibilita ndo s6 obter
maior nimero de soropositivos como também identificar casos de infec¢éo sub-clinica com
potencial para provaveis casos multibacilares e paucibacilares. Esses autores argumentam
dentro dessa visdo, maior possibilita de vigilancia e controle da doenca, uma vez que o
numero de individuos a ser investigado passa a ser maior, 0 que € muito importante em area

endémica.

Cellona et al. (1993) ao analisarem soropositividade na populacdo geral de area
endémica nas Filipinas, observaram que ao usar ponto de corte de 0.16 encontraram
soropositivos em maior quantidade (1.5%) do que ao usar ponto de corte de 0.3 onde

encontraram 0.2%.

Fine et al., (1988) ao avaliarem niveis de anticorpos anti-PGL-1 em area endémica da
Malazia, utilizaram diferentes pontos de corte (0.1 e 0.2), na expectativa de identificar taxas

de 25 % a 5% de soropositivos com caracteristicas de paucibacilares, na populagéo geral.

Silva (2008), ao realizar estudo soroepidemioldgico em area endémica no Brasil
(Minas Gerais), analisou 60 portadores de hanseniase e 70 controles, com pontos de com
pontos de corte diferenciados. Observou que ao utilizar ponto de corte baixo (0.15) em area
endémica obteve soropositividade maior do que quando usou ponto de corte mais alto (0.25).
A pesquisadora ponderou que ao usar um ponto de corte baixo um nimero pequeno de
pacientes multibacilares deixaria de ser identificado, ou seja, poucos falso-negativos, ao passo
gue uma maior proporcdo de pacientes paucibacilares seria classificada como multibacilar

(falso-positivo).

Segundo Mitie (1995) e Cellona et al. (1993) o uso de pontos de corte baixos, néo
prejudica a especificidade do teste, no entanto, melhora a sensibilidade e possibilita a
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descoberta de maior nimero de soropositivos, ou seja de provaveis infectados (infec¢do sub-
clinica) e a partir dai fazer seguimento dos mesmos, favorecendo o diagnostico da doenca em
polo ainda ndo transmissivel, contribuindo para interromper, desse modo, a transmissdo da
hanseniase e até de casos paucibacilares. Individuos sadios expostos de alguma forma ao
M.leprae, principalmente residentes em &reas de grande endemicidade e com soropositividade
para anti- PGL-1, pode-se inferir que estejam infectados (MENZEL et al., 1987).

Além da obtencdo de um ponto de corte com base na média dos niveis de anti-PGL-1
do total das amostras, que foi denominado de PC geral (0,13), e ja discutido anteriormente,
optou-se também pela identificacdo de ponto de cortes com base na média dos niveis de anti-
PGL-1 de cada hemocentro e com base na média dos niveis de cada municipio que fazem

parte dos hemocentros estudados.

Ao analisar-se o comportamento dos pontos de corte de cada hemocentro observou-
se que o hemocentro Castanhal apresentou menor PC (0,09). Pertence a esse hemocentro a
mesorregido nordeste do Para, onde 36,0 % dos municipios tém parametro de
hiperéndemicidade em hanseniase e 27,0% de muito alto endemicidade. O maior PC (0,18)
pertenceu ao hemocentro Maraba, cujas mesorregifes sudeste e sudoeste do Para possuem
municipios com os maiores percentuais de endemicidade em hanseniase, 92,0% e 94,0%
respectivamente. Portanto, observou-se que a mesorregido que teve maior proporcdo de
municipios hiperéndemicos também teve o maior PC e a que apresentou menor propor¢do
apresentou o menor PC. Pode-se entdo dizer que os valores dos pontos de corte, obtidos
através das médias dos niveis de anti-PGL-1 dos hemocentros deste estudo, apresentaram-se
relacionados ao grau de endemicidade das mesorregifes, mas os niveis de anticorpos nao
refletiram a magnitude da hanseniase nessas areas, segundo os parametros estabelecidos pelo
MS.

A anélise dos pontos de corte por municipio mostrou que, dos quatro municipios com
parametro de muito alta endemicidade, trés apresentaram PC relacionados com essa
gradacdo, como Belém (0,13), Santarém (0,12) e Santa lzabel (0,13), portanto, compativeis
com as proporcles das taxas de detec¢do. Somente 0 municipio de Igarape-Acu apresentou
PC muito baixo (0,05) provavelmente em consequéncia do tamanho da amostra e dos baixos

niveis sorologicos de anti-PGL-1. Os municipios hiperéndemicos apresentaram PC com



76

Perfil de anticorpos anti-PGL-1, ELISA, em individuos sadios em areas endémicas em hanseniase do
Estado do Para.

valores mais elevados, Parauapebas obteve PC= 0,16, e Breu Branco obteve o maior PC
(0,23), excessdo de Castanhal que apresentou PC de 0,07. Portanto, os valores encontrados
mantém relativa relacdo com os niveis de endemicidade desses municipios, mas como ja
comentado anteriormente os niveis de anti-PGL-1 sdo notadamente baixos, mais compativeis

com areas de baixa endemicidade.

Os comportamentos sorologicos anti-PGL-1, encontrados neste estudo reforcam a
recomendacdo que foi colocada por pesquisadores, no inicio das pesquisas soroldgicas com
anticorpos IgM, anti-PGL-1 pelo método ELISA, na década de 80 (MENZEL et al, 1987), a
qual recomendava que o PC para sorologia deveria ser obtido de individuos saudaveis, ndo
contato intradomiciliar de portador de hanseniase, residentes na area endémica onde seria
realizado o estudo, possibilitando dessa maneira a comparabilidade entre os niveis soroldgicos
de contatos e ndo contatos, assim como entre doentes e ndo doentes, dessa maneira as

avaliacdes sorologicas e os estudos soroepidemioldgicos teriam resultados mais precisos.

Convem reafirmar que as mesorregides e 0s municipios de onde foram retiradas as
amostras de sangue para o estudo, sdo areas de hiperendemicidade e de muito alta
endemicidade, portanto a populacdo geral dessas areas pode ser considerada como contato
social, em virtude da provavel existéncia de elevada carga bacilar no meio ambiente. Dessa
maneira, supor-se-ia que a soronegatividade a ser encontrada, ndo seria tdo inferior ao ponto
de corte utilizado, e previamente estabelecido (0,2). No entanto, 0 comportamento sorol6gico
mostrou niveis de anti-PGL-1 mais compativeis com areas de baixa endemicidade. Resultados
gue podem ser interpretados de duas maneiras: ou os individuos do estudo ndo se infectaram
pelo M.leprae, ou entdo ao se infectaram houve predominio da resposta imunoldgica do tipo

celular, e consequentemente niveis de anti-PGL-1 muito baixos.

Foi observado por Fine et al. (1989) que em teoria, altos titulos de anticorpos
especificos, se interpretados como forte resposta humoral, podem refletir tanto infeccdo pelo
M. leprae como o desenvolvimento de doenca multibacilar”. Teoria essa que os dados deste
estudo contrapdem em virtude dos baixos titulos de anticorpos e do elevado nimero de casos
multibacilares nas areas do estudo. Os niveis soroldgicos aqui descritos permitem supor que a
utilizacdo de PCs mais altos ndo é tdo adequada para o perfil encontrado, pois tem alta

especificidade e baixa sensibilidade. Por outro lado, PCs mais baixos sdo mais compativeis,
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pois aumentam a sensibilidade sem comprometer a especificidade segundo Cellona et al.

(1993) e Mitie (1995), possibilitando a descoberta de maior nimero de infeccéo sub-clinica.

A anélise do comportamento soroldgico dos niveis de anticorpos IgM, anti-PGL-1,
em relagdo as variaveis sexo, idade, vacina BCG, hemocentros e municipios, usando PC
>0,13, mostrou aumento da soropositividade em termos de valores absolutos: dobrou de 15
para 36. O aumento na soropositividade, apesar de ndo ter produzido resultados com
significancia estatistica, € um achado interessante, na medida em que possibilita que maior
namero de individuos seja acompanhado, no intuito de diminuir a ocorréncia de diagndsticos
tardios e prevenir o aparecimento de incapacidades fisicas, conforme discutido por Foss, et al.
(1993); Cellona, et al. (1993) e Mitie (1995).
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7 CONCLUSOES

De acordo 0s objetivos propostos para este estudo, podemos concluir que:

O comportamento sorologico observado neste estudo ndo foi compativel aos
elevados pardmetros de endemicidade, apesar da provavel carga bacilar existente
no meio ambiente, portanto, os niveis de anticorpos ndo refletiram a magnitude da

endemicidade da hanseniase nessas areas;

As médias dos niveis sorologicos de anti-PGL-1 na populacdo estudada foram
notadamente inferiores ao limiar de reatividade ou PC > 0,2, utilizado em estudos

nacionais, sugerindo que tal PC pode nédo ser adequado a populacéo estudada.

Em consequéncia do comportamento soroldgico encontrado, as varidveis, sexo e
idade ndo mostraram associacdo significativa em relacdo aos niveis de anti-PGL-1

deste estudo;

Considerando que neste estudo foi observado maior prevaléncia de individuos
vacinados, supfe-se que a vacina pode ter influenciado no comportamento dos

niveis de resposta humoral ao PGL-1, mesmo em uma dose;

A soropositividade obtida com PC > 0,2 nos quatro hemocentros (Belém,
Castanhal, Maraba e Santarém) foi baixa, se considerarmos as elevadas taxas de
deteccdo dos municipios e a gradacdo de hiperendemicidade e muito alta

endemicidade das mesorregides do estudo;

As taxas de soroprevaléncia encontradas ndo refletiram a realidade endémica de
hanseniase das mesorregifes e dos municipios do estudo e as elevadas taxas de

deteccdo;
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O ponto de corte geral global (0.13) obtido neste estudo, mostrou maior
compatibilidade com o comportamento sorolégico dos niveis de anti-PGL-1 nas
amostras do estudo e consequente aumento da soropositividade.

A soropositividade obtida com PC > 0,13 dobrou em valores absolutos de 15 para
36 em todas as trés varidveis analisadas, apesar de ndo ter produzido resultados

com diferenga significativa;

Os pontos de corte obtidos com base na média dos niveis de anti- PGL-1 por
hemocentro e com base na média por municipios mostraram variacfes
relacionadas aos niveis de endemicidade e as taxas de deteccdo, mas nao

apresentaram diferencas significantes entre eles;

Sugere-se a realizacdo de outros desenhos de estudos soroepidemioldgicos
utilizando ponto de corte mais baixo, como o encontrado neste estudo (0.13), para
avaliar a influencia do mesmo na sensibilidade do teste, na soropositividade entre
contatos e ndo contatos de portadores de hanseniase, assim como na descoberta de

infeccdo subclinica e seguimentos dos casos.
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APENDICE - A TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
OBRIGATORIO PARA PESQUISA CLINICA EM SERES HUMANOS RESOLUGAO N° 196 DE 10/10/1996- CNS
1) Identificacdo do paciente ou responsavel legal

Nome:

Documento de identidade n°: Nascimento: / /
Endereco:

Cidade: Estado: Telefone:

2) Dados sobre o estudo
Titulo: Parametro de referencia para soro positividade do teste anti-PGL-1 na Hanseniase em
areas endémicas do Estado do Para

Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa em:

3) Esclarecimento do participante da pesquisa

Vocé esta convidado a participar de um estudo que pretende colaborar com o controle
da hanseniase em nossa regido. Estamos desenvolvendo um trabalho que pretende contribuir
para um melhor de melhor desempenho de um exame de laboratério que auxilia no
diagnostico da hanseniase. Para que esse trabalho aconteca, precisamos da colaboracdo de
doadores de sangue que nunca tiveram Hanseniase e nem seus familiares. O que vocé precisa
fazer: doar 5ml de sangue para poder ser examinado no Instituto Evandro Chagas. O
procedimento ndo trard nenhum risco para vocé, ao contrario sua doacdo podera trazer
beneficios para nossa populacdo. MARIA HELIANA CHAVES MONTEIRO DA CUNHA

Nucleo de Medicina Tropical -UFPa. Pesquisadora.

Autorizo o uso do material destinado ao laboratdrio da Unidade de Saude.
Belém, / /

Assinatura do doador ou responsavel
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APENDICE B - FICHA EPIDEMIOLOGICA

PARAMETRO DE REFERENCIA PARA SOROPOSITIVIDADE DO TESTE ANTI-
PGL -1 NA HANSENIASE NO ESTADO DO PARA

FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA SELECAO DA POPULACAO DO ESTUDO.

Data do Atendimento: __ /  / Municipio:

INDENTIFICACAO:

Nome:

Endereco:

Telefone:

Tempo de moradia no endereco registrado:

Data do nascimento: Naturalidade: Est. Civil:

Profisséo: Ocupagéo habitual:

Tempo na ocupacao registrada: (meses ou anos)

Escolaridade: (1°, 2° ou 3° grau completo ou incompleto,

analfabeto, semi-analfabeto, sabe assinar o nome)

Casos de Hanseniase na familia: Sim ( ); Ndo ( )

Cicatriz da vacina BCG: Sim ( ); Nao ( )
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
~ NOCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°050 /2008-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: PARAMETRO DE REFERENCIA PARA SOROPOSITIVIDADE DO
TESTE ANTI-PGL1 NA HANSENIASE EM AREAS ENDEMICAS DA
REGIAO AMAZONICA.

Pesquisador Responsavel: Maria Heliana Chaves Monteiro da Cunha
Instituicdao / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 10/10/2008.

Data do Parecer: 28/10/2008.

DOV

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela
durante a reunido realizada no dia 28/10/2008. Considerando que foram atendidas as
exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS, manifestou-se pela aprovagéo do parecer do relator.

Parecer: APROVADO

Belém, 05 de novembro de 2008.

Cricks rtevy

Prof°® Teiichi Oikawa
Coordenador do CEP-NMT/UFPA.
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ANEXO B - DOCUMENTO DE PERMISSAO PARA USO DO LABORATORIO DO IEC

. INSTITUTO
M%QIEVANDRO
! "ir CHAGAS
Ut i

DECLARAGCAO

Declaro para os devidos fins que os testes sorologicos referentes a realizagao
do Projeto intitulado “Parametro Referéncia para Soropositividade ao teste anti-
PGL-l na hanseniase em Areas Endémicas da Regiao Amazénica” de autoria
da docente Maria Heliana Chaves Monteiro da Cunha da Universidade Federal
do Para — UFPA, serao realizados, com a nossa aquiescéncia, no Laboratério
de Hanseniase do Instituto Evandro Chagas.

Ananindeua, 18 de setembro de 2008

- )~
e e ?

Maria do Perp"eleucgf;S@'cdr o C. Amador

Pesquisadora do IEC-Laboratério de hanseniase
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MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

INSTITUTO

ANEXO C

TESTE DE DETECCAO DE ANTICORPOS IgM DIRIGIDOS CONTRA PGL-I DO

Mycobacterium leprae por meio de um Enzimaimunoensaio (ELISA) padrao.

O teste de deteccdo de anticorpos IgM para hanseniase utiliza como antigeno, fragédo
semi-sintética (NT-P-BSA — Natural disaccharide + Phosphate + Bovine serum albumin)) do
Glicolipidio fendlico | (PGL-1) do M. leprae, um antigeno de parede celular espécie-
especifico desta micobactéria. Usa-se um conjugado IgM anti-humano ligado a uma enzima- a
peroxidase que quando em contato com o substrato (tetrametilbenzidine —TMB) converte a
reacdo em cor azul que, quando bloqueada pelo acido sulfdrico (H2SO4) torna-se amarela.

Resumidamente a técnica € executada da seguinte maneira:

1. Cobertura das placas NUNC 96 “well” em U com o antigeno NT-P-BSA
2. Lavagem da placa com tampéo salina fosfato (PBST) + tween 20 4 vezes, sendo que 0
tempo de espera na 1. Lavagem deve ser de 5 minutos e nas seguintes de um minuto cada

uma.

3. Apos lavagem, bater bem a placa em papel toalha para retirar todo o liquido. Adicionar
100 uL de solucdo de PBST a 1% de BSA (soro-albumina-bovina) em toda a placa e

incubar por uma hora em estufa bacterioldgica a 35°C.

4. Trazer a placa da estufa e retirar toda a solucdo de BSA batendo bem a placa em papel
toalha. Diluir os soros a serem testados, o soro standart, o controle positivo e o controle
negativo com solucdo de PBST a 10% de NGS (Normal Goat serum) em uma proporgéo
de 1:300 ( 5 uL de soro para 1,5 mL da solucdo) em tubos 12 x 74 e distribuir na placa nos

referidos lugares conforme figura 1. e 2 .Incubar na estufa por uma hora.
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Figura 1 - Placa equipada com NT-P-BSA Figura 2 - Microplaca NUNC 96 well
apés blogueio do 1°. Standart com &cido equipada com NT-P-BSA apés bloqueio
sulfarico (H2S04) total com H2SO4 e para leitura final.

5. Apds a incubacdo, trazer a placa, lavar novamente 4 vezes e adicionar o conjugado anti-
IgM humano-Peroxidase diluido a 1:2000) em PBST a 10% de NGS — 5 mL de PBST para

2,5 uL de IgM. Adicionar 50 uL por poco em toda a placa e incubar novamente por uma
hora.

6. Trazer a placa, lavar novamente 4 vezes (1 minuto de espera em cada lavagem),
adicionar 50 uL/poco de substrato tetrametilbenzidine e deixar a placa dentro de uma cuba
tampada por um periodo de 1 a 10 minutos, tendo o cuidado de monitorar a reacdo que
torna a solucdo nos pocos de cor azul, quanto mais forte o tom de azul, mais proxima se
torna a hora de bloquear a reacdo com acido sulfdrico (H2S04) 2,5 N e ler no equipamento
(leitor de ELISA) para medir a absorbancia. Bloqueia-se com &cido o 1°. Standart, 1é-se a

placa, se a densidade Otica estiver préxima de 0,6, entdo blogueia-se a placa toda e se
realiza a leitura final no equipamento.

Laboratorio de Hanseniase do Instituto Evandro Chagas — IEC

Pesquisador responsavel: Maria do Perpétuo Socorro C. Amador
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ANEXO D — RESOLUCAO N° 215- SESPA

COMISSAO INTERGESTORES BIPARTITE
cis SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA cie
COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE

DO ESTADO DO PARA - COSEMS /PA

Resolugdao n° 215, de 29 de novembro de 2010.

A Comissao Intergestores Bipartite do Estado do Para - CIB/PA, no uso de suas
atribuigbes legais e,

- Considerando a Portaria GM/MS n°® 399, de 22/02/2006, que contempla o Pacto
entre os gestores do SUS, nas suas trés dimensdes: Pela Vida, emn Defesa do SUS e de
Gestao; /

- Considerando a Portaria GM/MS n° 699, de 30/03/2006, que regulamenta as
Diretrizes Operacionais Pactos pela Vida e de Gestdo, em que destaca a Regionalizacao
como o eixo estruturante do Pacto de Gestado;

- Considerando a Resolugdo n° 44, de 03/04/2009, retificada pela Res. CIB pela
Res. CIB n© 78, de 26/05/2010, que pactua a constituicdo dos Colegiados de Gestao
Regional.

- Considerando a Portaria GM/MS n° 2.691, de 19/10/2007 que regulamenta as
condigbes para transferéncia de recursos financeiros federais referentes ao incentivo para
apoiar as agOes de regionalizacdo no Sistema Unico de Salde;

- Considerando que regionalizacdo orienta a descentralizagcdo das agdes e servicos
e potencializa os processos de pactuagdo & negociacdo entre gestores, sendo que o seu
avanco depende da construcdo de desenhos regionais que respeitem as realidades locais e
de Colegiados de Gestao Regional — CGRs fortalecidos como espacgos ativos de co-gestio.

- Considerando a pactuacgdo intergestores da Macro Regido Norte que definiu o
desmembramento da referida Macro Regido de Saude, como estratégia para avangar no
processo descentralizagao da saude;

- Considerando ainda, a deliberacdo consensual da Comissdo Intergestores
Bipartite, em na reunido ordinaria do dia 26/11/2010.

Resolve:

Art. 1° - Repactuar o desenho de Regionalizacdo do Estado do Para, que passa a
ser conformado por 08 (oito) Macro Regides de Salde e 23 (vinte e trés) Regides de
Saude/Colegiados de Gestdo Regionais, nos termos do anexo desta resolucao.

Paragrafo Unico: o Plano Diretor de Regionalizagdo do Estado do Para (PDR/PA),
bem como os demais planos estruturantes de salde aprovados pela CIB deverdao ser
revisados, em conformidade a pactuacgao definida por esta resolucéao.

Art. 2°© — Esta resolucdo entra em vigor na data de sua publicagao.

Belém, 29 de novembro de 2010.

x
/ 2 '
v
Claudio do Nascimento Vale. Fredson Pereira -
Secretario de Estado de Saude Publica. Preside te d'o Cr(a)SdEaM?ll;I:l
Presidente da CIE/Para. 1aen 0 .,/' .
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CUIMLIDOAU INIERKUOED TUKED BIFARILIE

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA cis
COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE

DO ESTADO DO PARA - COSEMS /PA

Anexo da Resolucao n® 215, de 29/11/20009.

_I-/MACRO REGIAO DE SAUDE DO EXTREMO .NORTE .

1.1- COLEGIADO DE GESTAO: REGIAO DE SAUDE MARAJO ORIENTAL

Municipios

1

-2

<

[ N Y]

v o N O

- Afua

- Cachoeira do Arari

- Chaves
- Muana
- Ponta de Pedras

- Salvaterra

- Sao Sebastiao da Boa Vista

- Santa Cruz do Arari |

- Soure

1.2 - COLEGIADO DE GESTAO: REGIAO DE SAUDE MARAJO OCIDENTAL

Municipios

b

N Oun s WwWN

Anajas
Bagre
Breves
Curralinho
Gurupa
Melgaco
Portel

MUNICIPIOS

1

N

3
4
5

- Ananindeua
- Belém

- Benevides
- Marituba

- Santa Barbara do Para

2.2 - COLEGIADO DE GESTAO: REGIAO DE SAUDE RODOVIA PA 140/RIO GUAJARA'-MIRI
MUNICIPIOS :

,’.

1
5

- Colares

- Santo Anténio do Taua

4
S - Tomé-Agu

3 - S3o0 Caetano de Odivelas
4 - Vigia
2.3 - COLEGIADO DE GESTAO. REGIA(;D—ESAUDE RODOVIA PA-140/RIO CAPIM
MUNICIPIOS
1 - Acara
2 - Bujaru
3 - Concordia do Para

- Santa Izabel do Para
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COMISSAO INTERGESTORFS BIPARTITE

cI1iB SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA cis

COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE
DO ESTADO DO PARA - COSEMS /PA

N

Cameta

Limoeiro do Ajuru

3
4. Mocajuba
5

Oeiras do Para

S Abaetetuba
2- Barcarena
3-lgarapeé-iiri
4-Moju

5-Tailandia _— ' |

Aurora do Para
Capitao Poco
Garrafao do Norte

M

1

2

3

4. Ipixuna do Para
5 Irituia

6 M3e do Rio

7 Nova Esperanca do Piria
8 Paragominas

9. Santa Maria do Para

10. Sao Miguel do Guama

Asdr, ulianépohs

4.2 - COLEGIADO DE"GE >

Mun‘clplos

1. Castanhal

N

Curuca
3 Igarapé-Acu

E] Inhangapi

5 Magalhaes Barata

6. Maracana

7 Marapanim

8 Sao Domingos do Capim

9. Sao Francisco do Para

10. Sao Joao da Ponta
2 e 1A T-:na Alta
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cCl1B SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA
COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE
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CiB

Mun|c1p‘los

Augusto Correa

N -

Bonito

Braganca
Cachoeira do Piria
Capanema

Nova Timboteua
Ourém

Peixe-Boi

8 0 NI o ;oA

Primavera

—
o

. Quatipuru

—
—

. Salinépolis

[
J

. Santa Luzia do Para
. Santarém Novo
. Sao Jodo de Pirabas

. Tracuateua

e =
O unn b w

. Viseu

Altamura
Anapl
Brasil Novo

Medicilandia

Porto de Moz
Senador José Porfirio

Uruara

1

2

3

4

5. Pacaja
6

7

8

S

Vitdria do Xingu
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cIB SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA

COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE
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CIB

Jwg Lt 'i; ‘~ VI

6.1- COLEGIADO DE GESTA
Municipios. . 1L

L. Farb

2. Juruti

3. Obidos
4, Oriximina
5

Terra Santa

CEIE ]

Avelro

Itaituba

1

2

3. Jacareacanga
4. Novo Progresso
5

. Trairdo

Alenquer
Almeirim
Belterra

Curua

M

1

2

3

4

5. Monte Alegre
6. Placas

7. Prainha

8. Santarem
9

Rurépolis
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COMISSAO INTERGESTORES BIPARTITE

cIB SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA

COLEGIADO DE SECRETARIOS MUNICIPAIS DE SAUDE
DO ESTADO DO PARA - COSEMS /PA

CIB

i
(e

COLEGIADO.DE GES

fﬁ'llj.nlglplp's" Al

1. [ltupiranga

2. Jacunda

3. Maraba
4. Nova Ipixuna
Municipios. e

1. Breu Branco
2. Goianésia do Para
3. Novo Repartimento

4. Tucurui

Municipios ||

1. Canaa dos Carajas

2. Curiondpolis

3. Eldorado dos Carajas
4. Parauapebas

7.4 ~COLEGIADO B
3k

Municipios.. = .

1. Brejo Grande do Araguaia
2. Palestina do Pard

3. Picarra

4. S&o Domingos do Araguaia
5. Sao Geraldo do Araguaia
6

S3&o Jodo do Araguaia

P A B

icipiosi Uit
Abel Figueiredo

i

1
2. Bom Jesus do Tocantins

3. Dom Eliseu

4. Rondon do Para
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COMISSAO INTERGESTORES BIPARTITE

cis SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA - SESPA cIB
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2. Floresta do Araguaia

3. Santa Maria das Barreiras

1. Bannach
2. Cumaru do Norte
3. Pau D'Arco
4. Redengao
5

Santana do Araguaia

T o

1. Rio Maria
2. Sapucaia
3. Xinguara

by

1. Agua Azul do Norte

2. Ourilandia do Norte

Sao Félix do Xingu

4.  Tucuma



