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RESUMO

O obijetivo deste estudo foi descrever o perfil de anticorpos, IgM, anti-PGL-1, utilizando ELISA, em doadores de sangue
de dreas de muito alta endemicidade e hiperendémicas para a hanseniase no Estado do Pard, utilizando ponto de corte
> 0,20. Tendo ainda outros objetivos como correlacionar os niveis de anticorpos anti-PGL-1 a fatores demogréficos
e a vacina BCG e identificar ponto de corte (PC) para o teste anti-PGL-1 com base na média dos niveis encontrados.
Os resultados ndo mostraram significancia estatistica entre as varidveis: sexo, idade, presenca de cicatriz de BCG
e os niveis de anti-PGL-1. Foram identificados trés PCs: geral, por hemocentro e por municipios. Com PC = 0,13
(geral), a soropositividade dobrou em nimeros absolutos, de 15 para 36, resultado estatisticamente néo significativo
(p > 0,05). A média dos niveis de anti-PGL-1 foi muito baixa para dreas de pardmetros elevados, e ndo refletiram a
magnitude da endemicidade da hanseniase nessas dreas. O ponto de corte mais baixo apresentou-se mais adequado
ao comportamento sorolégico identificado.
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INTRODUCAO

No Brasil, a hanseniase ainda persiste com elevados
coeficientes de deteccdo em alguns estados das Regides

geral de casos da doenca e em segundo lugar em
menores de 15 anos de idade®*.

Os resultados de estudos soroepidemiolégicos para

Centro-oeste, Nordeste e Norte'?. O Estado do Pard,
que faz parte da Regido Norte, aparece no ranking
nacional em quinto lugar em nUmeros de deteccdo

* Artigo  resultado de tese apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Patologia das Doencas Tropicais, sob orientacéo
da prof.® dr.® Marilia Brasil Xavier e co-orientacdo da prof.® dr.°
Maria do Perpétuo Socorro Amador Silvestre, para obtencéo do
titulo de Doutor em Patologia das Doencas Tropicais, em 20 de
setembro de 2012. Belém, Pard, Brasil.
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hansenfase, utilizando testes sorolégicos como o ELISA
anti-PGL-1, 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 parGmetros dos
niveis de anticorpos especificos anti-PGL-1; assim como,
as avaliacdes e o seguimento de casos de pacientes
reacionais e suspeitos de recidiva, ou de doentes que
apresentem sinais clinicos menos expressivos da doenca,
e infectados sem quadro clinico*®, uma vez que autores
defendem a posicéo que o ponto de corte (PC) — limite
entre positivos e negativos — deve ser encontrado a
partir de uma populacéo de doadores de sangue, nédo
contato de hansenfase, da prépria drea de estudo para
possibilitar comparabilidade®”8.

Nesse  sentido,  considera-se  pertinente o
conhecimento do comportamento  sorolégico  dos
anticorpos anti-PGL-1 (IgM) entre doadores de sangue
de dreas de elevada endemicidade no Estado do Pard e,
a partir daf, determinar um PC.
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Os obijetivos deste estudo foram descrever o perfil
sorolégico dos niveis de anticorpos anti-PGL-1, ELISA,
em individuos sadios residentes em dreas de elevada
endemicidade em hanseniase no Estado do Pard,
correlacionar os niveis de anticorpos encontrados com
niveis de endemicidade e com fatores demogrdficos,
como também identificar o PC que expresse o status
imunolégico relacionado & endemicidade nessas dreas,
e assim contribuir com estudos soroepidemiolégicos da
regido.

MATERIAIS E METODOS

A populacéo do estudo foi composta por doadores
de sangue da faixa etdria de 18 a 60 anos que néo
tiveram antecedentes de convivio domiciliar com o
portador de hanseniase e que, de maneira voluntdria,
manifestaram interesse em participar da pesquisa.
Para estimativa da populacéo de doadores/ano (N) foi
usado o ndmero total de doadores do ano de 2009
nos respectivos hemocentros, a saber: Belém-353,
Castanhal-322, Marabd-189 e Santarém-137. Para
o cdlculo amostral foi utilizada a seguinte férmula
estatistica’:

TA= N
1+ [(N-1) x (0,05)7]

TA: Tamanho amostral; N: Tamanho da populacéo estudada; 0,05: Erro amostral.

O Paré estava dividido em seis mesorregides e 13
regionais de salde (microrregides) com seus respectivos
municipios, até o final de novembro de 2010, foi
alterado para oito mesorregides e 23 regides de
saude. Cada mesorregido tem um municipio polo, que
serve de apoio aos demais em relacdo as demandas
de maior complexidade, onde estdo localizados os
hemocentros.

Em relacdo & hanseniase, dodos da Secretaria
de Salde do Estado do Pard* mostraram que
as mesorregides que fizeram parte do estudo
apresentam a seguinte gradacdo de endemicidade:
alta endemicidade, muito alta endemicidade e
hiperendémico para hansenfiase. A maioria  dos
municipios das mesorregides sudeste (92%) e sudoeste
(94%) é hiperendémica (Figura 1).
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Figura 1 — Coeficientes de endemicidade de hanseniase nas
mesorregides do Estado do Parg, 2009-2010

A selecdo dos participantes da pesquisa foi realizada
por meio de entrevista e preenchimento da ficha
epidemiolégica pelo  pesquisadora e auxiliares de
pesquisa. Foi colhido 5 mL de sangue venoso de veia
periférica utilizando o vacuotainer sem anticoagulante.
As amostras foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min
em centrifuga calibrada e o soro obtido foi colocado em
frascos com tampa bem acondicionados, e, conservados
em freezer em temperatura de -20° C para posterior
andlise no Instituto Evandro Chagas (IEC). O protocolo de
sorologia pelo método ELISA utilizado pelo IEC segue os
padrées norteados por Buhrer-Sékula'®, adota o antigeno
NT-P-BSA (trissacarideo natural ligado a um radical fosfato
e ligado & soroalbumina bovina) para sensibilizacéo das
placas de ELISA', o qual foi cedido pelo prof. Fujiwara da
Universidade de Nara, em Misasagi-Cho, Nara, Japédo.

Os resultados da sorologia, método ELISA, foram
enconfrados pela média das absorbéncias, onde o
valor final da densidade ética (DO) de cada amostra
de soro foi calculado diminuindo o valor DO dos pocos
revestidos com NT-P-BSA do valor DO dos revestidos
com BSA'®, Foram consideradas positivas as amostras
que apresentaram média de absorbéncia = 0,2 e as
negativas < 0,2'°.

Os dados foram analisados no programa BioEstat
versGo 6.0 para a geragGo de resultados estatisticos
que comprovassem a associacdo das varidveis do
estudo, considerando 1C95% e nivel a 5% (p-valor <
0,05). Foram usados os testes G, Qui-quadrado, teste 1,
correlacdo de Pearson e, para indicar o PC, foi usada a
média = 2 DP'®'"12_ A soropositividade foi obtida pela
proporcdo de positivos na amostra da populagéo de
cada hemocentro.

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical
(NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA),
resolucdo 196/96-CNS/MS, por meio do protocolo
050/2008, em 28 de outubro de 2008.

RESULTADOS

A andlise descritiva das caracteristicas de 1.001
doadores de sangue dos quatro hemocentros do
Estado do Pard que fizeram parte do estudo, mostrou
qgue 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 jovens adultos (25
a 29 anos de idade) e adultos (72,7%). Pouco mais da
metade dos doadores de sangue, tinha escolaridade de
ensino médio (58,3%) e apenas uma pequena parcela
possuia nivel superior (18,2%).

O resultado das médias dos niveis de anti-PGL-1
entre os hemocentros (Tabela 1), aponta significlncia
estatistica entre os hemocentros de Marabd e Santarém,

teste t (o = 0,0009).

A média dos niveis de anti-PGL-1 dos municipios
que compdem os hemocentros (Tabela 2), mostra
resultados  significativos  entre  alguns deles como
Belém x Igarapé-Acu; Santarém x  Breu-Branco;
Castanhal x Breu Branco; Igarapé-Acu x Breu Branco;
Santa lzabel x Breu Branco, teste t (p < 0,0001).



Tabela 1 - Média dos
hemocentros do Estado do Pard e

niveis de anti-PGL-1 (ELISA)

or
gndemicidodes, 2009-2010
Anti-PGL-1
Hemocentros / endemicidades N Medio 1 Fi.ej;gc;
Belém — muito alto 352 0,0279 0,0491
Santarém — hiperendémico 137 0,0124 0,0559
Castanhal — hiperendémico 322 0,0179 0,0364
Marabé — hiperendémico 189 0,0363 0,0711

Teste t (p = 0,0009).

Tabela 2 — Média dos niveis de anti-PGL 1 (ELISA) de
municipios que compéem os hemocentros do

Estado do Pard, 2009-2010

Anti-PGL-1

Municipios / endemicidades e Medio 1 Desv~io

padrdo
Belém — muito alto 352 0,0279 0,0491
Santarém — muito alto 137 0,0124 0,0559
Castanhal — hiperendémico 79 0,0157 0,0249
Parauapebas — hiperendémico 166 0,0286 0,0676
Igarapé-Agu — muito alto 124 0,0107 0,0197
Santa lzabel — muito alto 119 0,0268 0,0515
Breu Branco — hiperendémico 24 0,0881 0,0731

Teste t (p < 0,0001) Belém x Igarapé- Acu; Santarém x Breu-Branco;
Castanhal x Breu Branco.

Nao houve inferferéncia da varidvel sexo na
média dos niveis de anti-PGL-1, teste t (p = 0,5068)
(Figura 2). Também néo houve tendéncia & redugdo
ou aumento dos fitulos de anti-PGL-1 com o avancar
da idade (p = 0,1716). O coeficiente de Pearson
(r = 0,0431) proximo de zero atestou fraca associacéo
entre a varidvel estudada e o resultado da sorologia
(Figura 3).
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Figura 2 — Média dos niveis de anti-PGL-1, segundo o sexo,
em doadores de sangue de quatro hemocentros do

Estado do Parg, 2009-2010

Correlacao Linear de Pearson (r = 0.0431)

1,01
08T .
0}
2 06+ °
0
] °
£ 04T .
<
@ . L L] ¢ @
1 . ° * ® °
012 e o .’ T4 o, .o . @

10 20 30 40 50 60 70

Idade (anos) p=0.1766

Figura 3 — Niveis de anti-PGL-1, segundo faixa etdria, em
doadores de sangue de quatro hemocentros do
Estado do Pard, 2009-2010

A andlise comparativa da descricdo dos niveis de
anti-PGL-1 entre doadores de sangue imunizados com
vacina BCG (presenca de cicatriz) e ndo imunizados
(sem presenca de cicatriz) ndo mostrou significancia
estatistica (teste 1, p = 0,2011) (Figura 4).
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Figura 4 — Niveis de anti-PGL-1, segundo vacina BCG, em
doadores de sangue de quatro hemocentros do
Estado do Parg, 2009-2010

Neste estudo obtiveram-se trés variacbes de PCs:
o primeiro com base na média geral dos niveis de
anticorpos  anti-PGL-1 dos doadores de sangue; o
segundo com base na média dos niveis de anti-PGL-1
dos hemocentros; e o terceiro com base na média dos
municipios. Em virtude dessas variagdes ndo terem
apresentado significancia estatistica entre si, sugeriu-se
o PC geral (0,13) como limiar de reatividade para as
dreas estudadas por representar a média geral dos niveis
de anticorpos da populacéo do estudo. O valor do
PC encontrado com base na média dos niveis de anti-
PGL-1 da populacdo do estudo foi de PC geral (0,13).
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como amostra 1.001
doadores de sangue demandantes dos quatro
hemocentros do Estado do Pard, localizados em
mesorregides onde sdo diagnosticados  grandes
nimeros de casos de hansenfase nas formas

multibacilares, 2.148 casos nos anos de 2009 a
201134,

A extensa drea do Pard possui caracteristicas
propicias para que os nimeros de casos de hansenfase
mantenham-se elevados, inclusive em menores de
15 anos de idade, como clima Umido e temperatura
elevada'®. Somado a esses fatores, algumas dreas desse
estado fazem parte de clusters que foram evidenciados
por pesquisas em 2008'#, o que piora o quadro
epidemioldgico do mesmo®.

O perfil da amostra destacou a presenca
predominante de jovens adultos (25 a 29 anos de
idade) do sexo masculino. O sexo e a idade foram
varidveis consideradas importantes para a proposta
deste trabalho, uma vez que os niveis séricos de IgM em
mulheres, de um modo geral, e em jovens de ambos os
sexos podem estar fisiologicamente elevados, conforme
observado em pesquisas'®, como também podem se
encontrar elevados em virtude de resposta humoral em
portadores de hansenfase multibacilar, uma vez que sé@o
anticorpos especificos anti-PGL-1'216¢17.181? No entanto,
os resultados deste estudo (Figuras 2 e 3) demonstraram
que ndo houve nenhuma tendéncia significativa ao
aumento ou reducdo nos niveis de anti-PGL-1 em
relacdo a essas varidveis.

A andlise dos niveis de anti-PGL-1 nas amostras de
sangue dos doadores deste estudo identificou que a
quase totalidade (98,5%), apresentou individualmente
niveis de anti-PGL-1 acentuadamente inferior a 0,2,
PC que em geral é usado nos protocolos de sorologia
(ELISA) no Estado do Pard. A média geral dos niveis
de anti-PGL-1 deste estudo foi 0,0241, achado este
concordante em termos percentuais com estudo
realizado em drea endémica por Cellona®, que ao
analisar 401 individuos sadios da populacéo geral,
encontrou  98,3% de soronegativos, adotando PC
menor que 0,16 (< 0,16) para o referido estudo.
A andlise da média dos niveis de anti-PGL-1 por
hemocentro (Tabela 1) refletiu os achados individuais de
soronegatividade, com significdncia estatistica entre os
niveis dos hemocentros de Marabd e de Santarém. Os
municipios que fiveram médias dos niveis de anti-PGL-1
menos distante do limiar do ponto de corte (Tabela 2)
foram os que evidenciaram as taxas mais elevadas de
deteccdo geral em hanseniase?, como Breu Branco
(118,10/100.000 hab.), que pertence a hemorrede de
Marabd, e o municipio de Castanhal, que pertence a
hemorrede Castanhal (46,21/100.000 hab.), ambos
hiperendémicos, cujas soronegatividades foram 0,091 e
0,016 respectivamente.

A expectativa seria encontrar uma soronegatividade
mais préxima do limiar do PC 0,2, em consequéncia
das elevadas taxas de deteccdo e das caracteristicas
epidemiolégicas  da  regido favordveis & infeccéo

pelo bacilo de Hansen, como clima, densidade
populacional e condicdes socioeconédmicas, fatores
estes j& destacados em trabalhos anteriores!'® 9212223,
A provével carga bacilar circulante no meio ambiente,
em virtude do nimero de casos multibacilares nofificado
nessas dreas, e a presenca de clusters identificados no
sul, sudeste e nordeste paraense, também seriam fatores
somativos a essa expectativa®'.

Uma provavel explicacdo para os resultados
sorolégicos  encontrados  seria uma  tendéncia
imunolégica & resposta  celular, por parte dos

individuos residentes nessas dreas, ocasionadas por
caracteristicas préprias do organismo, ou por estimulo
da imunoprofilaxia com BCG, conforme observado
em estudos no Municipio de Duque de Caxias?,
também em drea hiperendémica do nordeste e sudeste
paraense®®, e em outras localidades’?"%.

A grande maioria dos doadores (88,1%) possuia
uma cicatriz de vacina BCG no braco direito
comprovando o uso do esquema bésico na inféncia. Os
baixos niveis de anti-PGL-1 nos portadores de cicatriz
levam a supor que a vacina poderia ter contribuido
para uma acdo mais eficaz do sistema imunolégico
pelo provavel estimulo & resposta celular, tornando-a
mais competente no combate ao bacilo, mesmo em
uma dose. O que reforca os achados de estudos
destinados a avaliar o efeito protetor da vacina BCG
em COnTOT0526,27,28,29,30,31 .

A andlise da soropositividade na populacdo
estudada mostrou  percentuais que podem  ser
considerados baixos, em virtude das elevadas taxas
de detecco de hanseniase nessas dreas. Somados
os quatro hemocentros, a soropositividade alcancou
um percentual de 1,5% (15/1.001). Resultados
semelhantes foram relatados em estudo realizado em
contatos de portadores de hanseniase em municipios
hiperendémicos do sudeste paraense?.

Alguns pesquisadores'’#?% consideram a populacéo

geral de drea hiperendémica de hanseniase como
contato social, pois estimam que o bacilo encontre-se
circulando no meio ambiente, principalmente se a
maioria dos casos diagnosticados nessa populacéo
for das formas multibacilares. Em virtude do Estado
do Paré apresentar uma grande parcela de casos de
hanseniase notificados como multibacilares®*, pode-se
considerar contato social a populacéo geral dessas
dreas hiperendémicas, consequentemente, esperava-se
soropositividade maior.

As variacées observadas entre os PCs, em sua
maioria, apresentaram-se relacionadas ao grau de
endemicidade das mesorregides e dos municipios
em questGo. Em virtude dessas variagdes ndo
apresentarem significAncia estatistica entre si, sugere-se
o PC geral (0,13) como limiar de reatividade para as
dreas do estudo por representar a média geral dos
niveis de antficorpos da populacdo do estudo. Este
achado ¢ reforcado pela afirmativa® de que o PC,
para sorologia, deveria ser obtido dos residentes
sauddveis, ndo contato, intradomiciliar de individuos
com hanseniase, da drea endémica onde seria



realizado o estudo, possibilitando dessa maneira a
comparabilidade entre os niveis sorolégicos de contatos
e ndo contatos, assim como entre doentes e ndo
doentes. Dessa maneira, as avaliacdes sorolégicas e
os estudos soroepidemiolégicos teriam resultados mais
precisos pelo aumento da sensibilidade, contudo, sem
comprometer a especificidade do teste???327,

CONCLUSAO

Os niveis de anti-PGL-1 nas amostras dos doadores
apresentaram-se acentuadamente inferior a 0,2, valor
que corresponde ao PC que, em geral, é usado nos
estudos e avaliacdes da Regido Norte.

Alguns municipios que compdem os hemocentros
apresentaram a média dos niveis de anti-PGL-1 com
significAncia estatistica, sem, no entanto, estarem em
niveis elevados.

Néo houve interferéncia da varidvel sexo na média
dos niveis de anti-PGL-1 e ndo houve tendéncia &
reducdo ou aumento dos titulos de anti-PGL-1 com o
avancar da idade.

A imunizacdo com a vacina BCG ou a auséncia da
mesma ndo alterou o perfil de anticorpos na populacéo
do estudo, em ambos os niveis foram bem baixos.

Foram obtidas trés variacées de PCs: o primeiro,
com base na média geral dos niveis de anticorpos
anti-PGL-1 dos doadores de sangue; o segundo
com base na média dos niveis de anti-PGL-1 dos
hemocentros; e o terceiro com base na média dos
municipios. As variacdes ndo apresentaram significlncia
estatistica entre si, no entanto sugeriu-se o PC geral
(0,13) como limiar de reatividade para as dreas
estudadas por representar a média geral dos niveis de
anticorpos da populacéo do estudo.

Profile of anti-PGL-1 antibodies in healthy people from endemic areas of leprosy in
Para State, Brazil

ABSTRACT

The aim of this study was to describe the profile of IgM, anti-PGL-1 antibodies, ELISA method in blood donors in
highly endemic and hyperendemic areas of leprosy in Pard State, Brazil, using the cut-off point (CP) = 0.20. Other
objectives were to correlate the anti-PGL-1 levels to demographic factors and BCG vaccine and identify the CP
to anti-PGL-1 test based on the average levels. The results showed no statistical significance between sex, age,
presence of BCG scar and anti-PGL-1 levels. Three PCs were identified: general, by blood bank and municipalities.
With CP = 0.13 (general), the seropositivity in variables doubled in absolute numbers from 15 to 36, it was not a
statistically significant result (p > 0.05). The average levels of anti-PGL-1 were very low for high standard areas,
and they did not reflect the magnitude of leprosy endemicity in these areas. The lower CP was more appropriate to
the serological behavior that was identified in the present study.

Keywords: Leprosy; Blood Donors; Endemic Diseases; Seroepidemiologic Studies.

Perfil de anticuerpos anti-PGL-1 en individuos sanos de dreas endémicas en hanseniasis
del Estado de Pard, Brasil

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue el de describir el perfil de anticuerpos, IgM, anti-PGL-1, método de ELISA, en donantes
de sangre de dreas de muy alta endemicidad e hiperéndemicas en hanseniasis en el Estado de Pard, Brasil, utilizando
punto de corte (PC) = 0,20. Otros obijetivos fueron los de correlacionar los niveles de anticuerpos anti-PGL-1 a
factores demogréficos y la vacuna BCG e identificar el PC para la prueba anti-PGL-1 con base en el promedio de
los niveles hallados. Los resultados no mostraron significancia estadistica entre sexo, edad, presencia de cicatriz
de BCG y los niveles de anti-PGL-1. Se identificaron tres PCs: general, por hemocentro y por municipios. Con PC
= 0,13 (general), la seropositividad en las variables fue el doble en nimeros absolutos, de 15 para 36, resultado
estadisticamente no significativo (p > 0,05). El promedio de los niveles de anti-PGL-1 fue muy bajo para dreas de
pardmetros elevados, y no reflejaron la magnitud de la endemicidad de la hanseniasis en esas dreas. El PC mds bajo
se presenté més adecuado al comportamiento serolégico identificado.

Palabras clave: Lepra; Donantes de Sangre; Enfermedades Endémicas; Estudios Seroepidemiolégicos.
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