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EDITORIAL

Sorologia PGL-I na hanseniase

Samira Biihrer-Sékula

Mycobacterium leprae é o agente causal da hanseniase,
uma doenga que, apesar da existéncia de uma cura efetiva com
poliquimioterapia (PQT), deixa milhdes de pacientes curados
com seqiielas como conseqiiéncia de danos neurais que sio a
marca da hanseniase.

Muitos aspectos dificultam o diagndstico correto e precoce
da hanseniase, bem como a classificaciio mais apropriada para
fins terapéuticos: (i) muitas vezes, exames bacteriologicos nao
sdo realizados; (ii) hd uma tendéncia em supra-diagnosticar
a hansenfase paucibacilar (PB) com lesdo tnica; e (iii) casos
iniciais da forma borderline lepromatosa freqiientemente passam
despercebidos devido 2 auséncia de perda de sensibilidade e
lesdes cutaneas. Aproximadamente 70% dos casos de hanseniase
podem ser diagnosticados somente com base no sinal clinico
de lesoes de pele com perda sensitiva, mas 30% de pacientes,
inclusive muitos pacientes multibacilares (MB), nio tém esse
sintoma'®. A demora na detec¢io desse tltimo grupo pode ser a
causa principal da transmissao perpetuada.

A maioria das micobactérias tem glicolipideos especificos
e altamente antigénicos que podem servir como ferramentas
para o sorodiagnéstico de diferentes infeccdes. A medida que
a micobactéria entra no corpo humano, a parede celular é o
primeiro ponto de encontro com o sistema imune. A parede
celular do Mycobacterium leprae consiste principalmente de
lipideos, inclusive uma fracdo consideravel de glicolipideos com
composi¢do tinica de carboidratos.

Um dos primeiros antigenos especificos do Mycobacterium
leprae a ser isolado e caracterizado foi o glicolipideo fendlico-I
(PGL-T)'; o principal glicolipideo antigénico do bacilo. A molécula
PGL-I é composta por um trissacarideo dnico, o 3,6-di-O-metila-
B-D-glicopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-metila-o-L-ramnopiranosil-
(1—2)-3-0-metila-o-L-ramnopiranose'2. O principal determinante
antigénico de PGL-I é a ultima parte di- e trissacarideo da
molécula?°. Anticorpos monoclonais foram utilizados para analisar
o determinante antigénico de PGL-I em mais profundidade. Foi
mostrado que a remogzo do residuo de acticar terminal resultou
na perda de ligacio entre a maioria de anticorpos, enquanto a
remogdo de dcidos graxos de cadeia longa da molécula nio fez
efeito na ligacio de anticorpos'’. Esse e outros resultados sugeriram
que a sintese quimica do ultimo dissacarideo criaria um epitopo
antigénico especifico o suficiente para ser aplicado na sorologia
da hanseniase. O acticar do PGL-I foi sintetizado e conjugado
a albumina de soro bovino (BSA) diretamente ou por meio de
diferentes ligantes, especificamente radicais octil (0) ou fenol (P).
Mais recentemente foi conjugado a albumina de soro humano.

Desde a identificagiio do PGL-I, os seguintes neoglicolipideos
foram produzidos: monossacarideo-octil-BSA (M-0-BSA),
dissacarideo-BSA (D-BSA)'°, dissacarideo natural-octil-BSA
(ND-0-BSA)’, trissacarideo natural-fenol-BSA (NT-P-BSA)® e o
dissacarideo natural-octil-HSA (ND-O-HSA)’.

Com base no PGL-I nativo e seus derivados semi-sintéticos,
vdrios ensaios soroldgicos foram desenvolvidos para detectar a
presenca de anticorpos das classes de imunoglobulinas IgM, IgG
e IgA. Os antigenos semi-sintéticos podiam ser produzidos em
maior quantidade e aplicados mais facilmente do que o PGL-I
nativo, e vdrias aplicacoes, de diagndstico clinico a estudos
epidemioldgicos em escala maior, se tornaram mais vidveis.

As técnicas usadas para desenvolver os testes incluem o
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)®, o teste de
hemaglutinagio passiva (PHA)", o teste de aglutinagiio com
particula de gelatina (MLPA) "3, dipstick’ e o teste de fluxo lateral®.
Virios estudos publicados recentemente usaram as técnicas de
ELISA, dipsticks e fluxo lateral. A davida que fica é: Qual é a
técnica mais apropriada para um estudo especifico? Quais sao
as vantagens e limitacdes associadas a cada técnica?

Vantagens e limitacdes das técnicas
ELISA

£ uma técnica in-house bem estabelecida'. Apesar do fato
de ser dificil de padronizar, o baixo custo do ELISA e resultados
quantitativos fazem com que seja um teste tnico. Para estudos
epidemioldgicos de grande escala e acompanhamento dos
pacientes, o ELISA é preferivel.

As vantagens de ELISA sio (i) a ampla disponibilidade
dos equipamentos necessdrios visto que a técnica é quase
universalmente aplicavel; (ii) a ficil separagio das fases sélido e
liquido, e (iii) o fato que nio € preciso marcar os componentes
especificos do Mycobacterium leprae utilizados no teste
(antigeno ou anticorpo). Mesmo assim, o ELISA é uma técnica
laboriosa e limitagdes existem devido s diferengas no preparo
do antigenos, concentragdo do antigeno, solucdes tamponadas,
procedimentos de lavagem, diluico de soro e tipo de substrato
usado na técnica.

0 ELISA para derivados de PGL-I envolve a imobilizagio da
proteina da molécula (BSA ou HSA) a uma superficie pldstica por
meio de interacdes passivas. A capacidade da superficie pldstica
de interagir com as proteinas é um aspecto essencial. Porém,
a ligacdo ndo especifica de outras proteinas ou biomoléculas
a espagos desocupados na superficie durante a realizacio do
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ensaio pode ser prejudicial 2 especificidade e sensibilidade dos
resultados. Portanto, bloqueamento é essencial. O uso de pocos
revestidos de BSA ou HSA sem o agticar conjugado é crucial para
possibilitar a corregdo de qualquer ligacio ndo especifica que
possa ocorrer. De forma semelhante, deve ser corrigido para
ligagdo ndo especifica a pogos ndo revestidos (mas tratados com
os mesmos buffers) quando usando PGL-I nativo.

A propor¢io de moléculas de acticar por proteina (BSA
ou HSA) vai variar no preparo de todo antigeno. Portanto, é
importante relatar a razdo acticar:proteina do antigeno para
facilitar a comparagdo entre estudos.

Para maximizar a precisdo e sensibilidade do ensaio, a
remocdo completa de fraces soltas ou néo ligadas é necessdria.
Além disso, a variacio didria no desempenho do ensaio vai
influenciar os resultados e estd ligada principalmente 2 reacio
enzima-substrato. Virios requisitos, tais como condicoes de
sincronia e desenvolvimento, precisam ser otimizados para levar
a.um ensaio preciso, correto e replicivel. Dado que as reagdes
enzima-substrato sdo cinéticas, o tempo decorrido do inicio
a0 fim da reacdo, bem como a temperatura, poderdo afetar a
concentragdo final do produto desenvolvido. Para obter um
resultado comparivel, é necessirio incluir um soro controle
interno no ensaio e parar a reacio quando o soro interno alcangar
certo valor de densidade optica (OD). Soros controle positivo
e negativo também devem estar presentes para a validagdo dos
resultados do ensaio.

Dipstick

O ensaio ‘dipstick’ (MLDipstick)* é um teste imunocromatogréfico
composto por uma linha de antigeno PGL-I fixa a uma tira de
nitrocelulose fixada em um suporte pldstico. Para obter um controle
interno, anticorpos anti-IgM humana s3o impregnados em uma
linha separada na fita de nitrocelulose. O reagente de deteccio é
um anticorpo monoclonal anti-IgM humano conjugado ao corante
coloidal vermelho palanil e liofilizado para preservago". As diluicoes
de soro (1:50) sdo feitas diretamente no reagente de deteccio
reconstituido em tubos para reagio e os dipsticks ficam incubados
durante 3 horas em temperatura ambiente.

As vantagens da técnica de dipstick sio: (i) ndo hd necessidade
de refrigeracio ou equipamento; (i) o protocolo ficil, e (iii) o
fato que ndo € preciso rotular os componentes especificos do
M.leprae utilizados no teste (antigeno ou anticorpo). Mesmo
assim, a técnica dipstick inclui a dilui¢io de soro, procedimento
de lavagem e 3 horas de incubacio.

Sendo que o teste ndo estd disponivel comercialmente, é
improvével que um pesquisador pense em utilizar essa técnica.
Porém, dipstick pode ser a técnica escolhida no planejamento de
um estudo epidemioldgico em escala maior no qual o desempenho
de vérios antigenos novos poderiam ser testados e comparados
20 PGL-I em uma mesma populacio de estudo (Figura 1). A
utilizagdo dessa técnica teria um custo-beneficio razodvel mesmo
considerando o desenvolvimento de tal teste.
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FIGURA 1

Desenho do teste dipstick para virios antigenos.

Fluxo lateral

0 teste rapido de fluxo lateral para Mycobacterium leprae
(ML Flow)® é um teste imunocromatografico composto por uma
tira de nitrocelulose com um reagente de deteccdo feito de fibra
de 13 com anticorpo IgM anti-humano marcado com ouro coloidal
seco de um lado, e uma tira de absorgfo no outro (Figura 2). Na
linha do teste, um antigeno semi-sintético ligado a0 BSA é usado
como o antigeno. O anticorpo IgM humano ¢ colocado como a
segunda linha paralela a linha de antigeno para servir como o
controle reagente. Realiza-se o teste adicionando 5ul de soro ou
10ul sangue total no receptculo, seguido por 130ul da solu¢io
tamp?o. A leitura é feita apés 10 minutos quando realizado com
soro ou 5 minutos no caso de sangue total.
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FIGURA 2

Desenho do teste de fluxo lateral.

Foi desenvolvido outro teste imunocromatografico (ICA)
(Dr. Ray Cho comunicagdo pessoal), produzido por Standard
Diagnostics Inc, Suweon, Coréia do Sul, que usa dois antigenos
neoglicoconjugados, ND-O-BSA e ND-O-HSA. Um dos antigenos
neoglicoconjugados € conjugado com particulas de ouro e o outro
é fixado na membrana. O fabricante sugere uma diluicdo de soro
de 1:5 e a leitura dos resultados em até 10 minutos.

Aplicabilidade da sorologia

A deteccio de anticorpos IgM anti-PGL-I néo pode ser utilizada
como um teste de diagnéstico, mas pode ser utilizado no processo
diagnéstico quando os resultados sorolégicos sdo considerados
junto com outros dados clinicos e diagndsticos. A deteccio de
anticorpos € particularmente 1til no diagndstico de hanseniase
multibacilar; o nivel de anticorpos em pacientes paucibacilares
pode ser muito baixo ou indetectdvel.

Durante o tratamento de pacientes MB, a repeticdo do teste de
ELISA pode ser uma ferramenta adicional para medir a eficicia do
tratamento. Ainda nio hd clareza se a sorologia poderd ser usada para
diagnosticar ou prever as reagoes hansénicas'. Mesmo porque, os
niveis ascendentes de anticorpos podem indicar um caso de recidiva.
Portanto, os resultados soroldgicos devem ser interpretados sempre
em conjunto com outras informagdes diagndsticas.
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Claramente, os anticorpos contra o PGL-I refletem a carga bacilar
do individuo, mostrando infecgdo subclinica ou doenga. Triagem
soroldgica e seguimento de contatos domiciliares de pacientes
de hanseniase s3o instrumentos tteis para a deteccio precoce de
casos novos. Além disso, talvez a sorologia possa ser de beneficio
na mensuragdo do tamanho da endemia hansénica em uma dada
populacdio, mas este papel ndo estd ainda bem definido.

Nesta edicdo sdo apresentados resultados de estudos
realizados no Brasil. O primeiro, uma revisao sistematica de
Moura cols analisa e relaciona as publicaches que apresentaram
evidéncias de como a sorologia da hanseniase pode ser utilizada.
Na seqiiéncia Castorina-Silva cols confirmam os resultados de
especificidade do antigeno PGL-I. A correlagdo entre sorologia e
baciloscopia é estudada por Lyon cols.

Sao virios os estudos que discutem a utilizagdo da sorologia como
ferramenta para auxiliar no diagndstico e classificacio dos pacientes
e como esta utilizacio pode beneficiar os servicos de controle da
hanseniase. Oliveira cols através da apresentacio de casos MB de
dificil diagndstico ensina como podemos utilizar os resultados da
sorologia PGL-I como ferramenta auxiliar no diagndstico, mostrando
que nio devemos utilizar a sorologia como um teste de diagndstico
per se. Grossi cols apresentam evidéncias sobre a influéncia do uso
do teste ML Flow na queda do nimero de casos MB no estado de
Minas Gerais e em outro artigo comprova que o niimero de nervos
acometidos ndo € importante na classificacio de pacientes como
MB. Barreto cols discute casos dimorfos que apresentam até cinco
lesdes cutaneas, portanto classificados como PB, mas que apresentam
biépsia com presenca de bacilos e sorologia positiva.

Teixeira cols apresentam um completo estudo de concordincia
entre exames clinicos e laboratoriais para o diagnéstico de
hanseniase sugerindo que a sorologia deva ser incluida na
classificacio dos pacientes para tratamento a fim de minimizar
o risco de incapacidades.

Aaplicagdo dasorologia na reacdo hansenica é explorada por Brito
cols. Os resultados deste estudo pareado demonstram ser importante o
seguimento pds alta dos pacientes que apresentaram reacoes durante o
tratamento e que permanecem com a sorologia positiva na alta.

0Os estudos de contatos mostram a importancia da continuidade
destes estudos. Andrade cols apresentam resultados da
soroprevaléncia em contatos de pacientes de hanseniase e Alves
Ferreira cols discutem os fatores associados a soroprevaléncia
em pacientes e contatos abaixo de 18 anos de idade.

Deps cols estuda a soropositividade em tatus selvagens do
Brasil.

0Os dois estudos de populacio apresentados foram realizados
com escolares. Ferreira cols apresentam um estudo de busca ativa
de casos de hanseniase apresentando a situagiio epidemioldgica,
incluindo a taxa de soropositividade nos 68 casos diagnosticados
entre 0s 16.623 escolares examinados. O estudo realizado
por Biihrer cols incluiu 7073 criangas e mostra que existe
uma diferenca significativa na soropositividade entre escolas
particulares e escolas piiblicas comprovando que as condigdes
sécio-economicas sao fatores determinantes para a infec¢do
subclinica, fato jd observado na transmissdo da hansenfase onde

se observa que a maioria dos casos ocorre em familias de classes
sociais menos favorecidas.
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