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RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil imimologico, através de alguns pardmetros humorais e celulares, de
individuos clinicamente curados da Hanseniase, anos apés o término da poliquimoterapia
(PQT).

Populacdo de estudo:Vinte e cinco pessoas que foram classificadas como formas
multibacilares (MB), e sete paucibacilares (PB), que terminaram a PQT(Grupo 1). Foram
critérios de exclusdo, o uso de drogas imunossupressoras ou a presenca de alguma forma
reacional da doenga no momento do estudo. Dois grupos controles foram formados, um
positivo (Grupo2) com onze pacientes com forma MB, em tratamento e um grupo negativo
(Grupo 3), com dez pessoas saudaveis, ndo contatantes de pacientes com hanseniase.

Método; Na avaliacdo da resposta imune humoral (RIH) foram realizados: a- Deteccdo de
anticorpos IgM contra o glicolipideo fendlico (PGL-1) do M. Leprae por ELISA e pelo teste
rapido de fita (dipstick); b- Dosagem de gamaglobulina, pela eletrofbrese de proteinas; c-
Deteccédo de anticorpos anti-cardiolipina (VDRL) e teste treponémico (FTA-ABS). O teste
cutaneo com a lepromina foi realizado para avaliar a resposta imune celular (CMI), assim
como a dosagem de Neopterina e Proteina C Reativa (CRP). Duas avaliacdes foram
realizadas, uma antes e outra apés, o teste cutaneo.

Resultados:

As RIH e CMI ndo foram alteradas pela PQT, mantendo-se a deficiéncia da CMI e
excesso de RIH paro o p6lo Lepromatoso e o inverso no polo Tuberculéide.

N&o houve diferenca significativa na média das densidade épticas dos Ac IgM anti
PGL-1, entre o grupo | e seu controle positivo. Da mesma forma, ndo houve dentro do grupo
1, diferenca significativa quando analisados os niveis de anti-PGL-1 nos diferentes tempos de
término da PQT. A concordancia entre os testes de ELISA e teste de fita (dipstick) foi alta
(kappa=0,96). A gamaglobulina foi positiva em 24% e 21,7% das amostras no grupo tratado
MB, na primeira e na segunda avaliacdo, respectivamente. No grupo tratado PB a positividade
foi de 28,5% em ambas as avaliagoes.

Este estudo mostrou no grupo Tratado, 18% de FTA-ABS IgG, aparentemente falso
positivo, e 6,1% de positividade para o teste de VDRL.

O teste da lepromina permaneceu negativo no grupo MB, com excecdo de trés
individuos com forma Dimorfa que tomaram-se positivos. No gmpo PB todos permaneceram
positivos. A Neopterina e a CRP foram negativas em todos 0s grupos.

Conclusées :

Nos individuos tratados MB, o padrdo de resposta imune ndo diferiu daquele
encontrado no grupo controle positivo, independentemente do tempo de tratamento, mantendo
assim, a suscetibilidade & doenca.

Nos individuos do Gmpo Tratado, classificados como MB (forma Dimorfa), houve
uma reversdo a favor da resposta celular, expressa pela reacdo de Mitsuda positiva, 0 que
indica uma maior resisténcia a doencga (recidiva ou re-infeccao).

No Gmpo Tratado PB (p6lo Tubercul6ide), foi observada a presenca de uma boa
resposta celular, o que indica uma maior resisténcia a doenca (recidiva ou re-infecgéo).

E importante o acompanhamento clinico e laboratorial continuo, principalmente dos
individuos tratados que mantiverem um predominio do padrdo humoral de resposta imune.
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ABSTRACT

Objective: To analyse, through humoral and cell-mediate immune (CMI) tests, the
immunological profile of individuals who were considered clinically cured from Leprosy after
undergoing multidrug therapy (MDT) years before this study was conducted.

Patients; Twenty-five people who finished MDT were classified as multibacillary (MB)
Leprosy patients, and seven classified as paucibacillary (PB) Leprosy pafients (Group 1). The
use of immunosuppressive drugs and the presence of any reaction form of the disease were
considered reasons for exclusion. Two control groups were formed: a positive control group
(Group 2 ), with eleven MB patients, still in treatment with MDT; and a negative control
group (Group 3), with ten healthy people who had no contact with leprosy patients.

Methods: In order to study the humoral response, antibodies IgM to phenolic glycolipid-I
(PGL-1) of M. leprae were detected by ELISA and a simple dipstick tests; protein
electrophoresis were performed in order to dose gamma globulin; anti cardiolipin antibodies
(VDRL) and Treponemic tests (FTA-ABS) were measured. Lepromin test was performed to
study the CMI response, as well as the measure of Neopterine and reactive C protein (CRP).
Two analysis were conducted, one before and another after the skin test.

Results:  The results showed that the humoral and CMI responses didn’t change with the
MDT, keeping the CMI deficiency from tuberculoide pole to lepromatous pole. There wasn’t a
significative difference in the average rate of Ac IgM anti PGL-1 DO between the Treated
and the Positive group. The same was observed among patients with the different MDT end
times in the Treated group. The agreement between ELISA and dipstick tests were high
(kappa = 0,96).

In the MB group, the blood samples showed 24% and 21,7% of positive gamma
globulin in the first and second analysis, respectively. In the PB group there was a 28,5% of
positivity in both analyses.

This study showed 18% of positive FTA-ABS IgG in the Treated group and observed

positive VDRL tests in 6,1% of the blood samples. Lepromin test remained negative in MB
group and positive in PB group. However, there were three subjects classified as Dimorf form
whose skin tests turned positive after MDT. The entire PB group remained positive.
Neopterine and CRP were negative in all groups.
Conclusion: Regardless of the length of the treatment, the immunological response pattern of
the MB subjects did not differ from the pattern found in the positive control group, thus
keeping the patients’ susceptibility to the disease. On the other hand, three Dimorf subjects
demonstrated a greater resistance to Leprosy.

The immunological response pattern of the PB subjects demonstrated resistance to the
disease.

As a stronger humoral response determines the susceptibility to Leprosy, it would be
necessary a longer clinical and laboratorial follow up of patients who demonstrated such
response.



1- INTRODUCAO

0 Mycobacterium leprae foi descoberto em 1873 por G.A. Hansen, sendo a
primeira bactéria a ser identificada como causadora de uma doenca humana, a
Hanseniase.” E um parasita intracelular obrigatorio, tendo como alvo os macréfagos, as
células endoteliais e as células de Schwann.' E caracterizado como bacilo Gram positivo,
alcool-4cido resistente, que se cora em vermelho pelo Ziehl Neelsen e ndo é cuhivavel em
meios artificiais. Apresenta muhiplicacéo lenta, tendo periodo de incubacdo em média de 5
anos, podendo chegar até 20 anos em alguns casos.'

A bactéria consiste de um nucleo espiralado, circundado por um citoplasma
homogéneo e denso, membrana plasmaética, fina parede celular e um envelope com camada
lipidica."™ Os dois maiores lipopolissacarideos da parede celular, arabinogalactana e
lipoarabinomanama, sdo comuns a todas as micobactérias. A identificacdo de proteinas
presentes na parede celular associadas ao envelope bacteriano tem sido estudada, e
presumivelmente estas proteinas estariam envolvidas na patogenicidade do bacilo.”*” A
camada externa do envelope bacteriano é constituida por um glicolipideo fendlico
especifico, denominado PGL - 1

O PGL - 1 foi isolado em sua forma primitiva por Hunter e Brenner em 1981, e é
encontrado em altas concentragdes no soro e nos tecidos de pacientes multibacilares nédo
tratados. Apresenta um Unico componente trissacarideo, que € espécie-especifico, e tem
forte atividade imunogénica®™ Apé6s a identificacdo de seu acucar terminal como
determinante antigénico, antigenos semi-sintéticos foram produzidos como formas naturais
di ou trissacarideas (ND ou NT) e conjugadas a uma proteina (soro albumina bovina -
BSA) com anel octil (O) ou fendlico (P). Desta forma, quatro diferentes antigenos sdo
obtidos (ND-O-BSA, NT-O-BSA, ND-P-BSA, NT-P-BSA). Todos apresentam
antigenicidade semelhante, sendo pesquisados, em estudos soroldgicos, através da técnica
de enzima imuno ensaio (ELISA).A"*

A Hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa de evolugdo insidiosa, com grande

potencial incapacitante, consequente as lesdes neuroldgicas periféricas, associadas ao



il

diagnostico tardio.”™ O homem é o reservatério com importancia epidemiolégica e,
consequentemente, os doentes com baciloscopia poshiva representam a principal fonte de
infeccdo. A mucosa nasal tem sido considerada a principal porta de entrada do bacilo e,
possivelmente, além dos doentes multibacilares, os carreadores nasais assintomaticos
poderiam ser também responsaveis pela manutencdo do bacilo circulante, em uma
determinada comunidade. Rabello, no Brasil, introduziu o conceito de polarizacdo das
formas clinicas da doenca. A Hanseniase indeterminada (1) precede a polarizagdo espectral,
evoluindo, quando ndo tratada, para as formas Tuberculdide ou Virchowiana
(Lepromatosa).” Em 1953, no Congresso de Leprologia realizado em Madri, foi
acrescentado um novo grupo de pacientes a classificacdo de Rabello, denominado
Borderline ou Dimorfo, que também evoluia a partir da forma indeterminada." Em 1966,
Ridley e Jopling, baseados em critérios clinicos, histopatolégicos e imunologicos
classificaram de forma espectral a Hanseniase." Num extremo, encontra-se a forma
Virchowiana ou Lepromatosa (LL), caracterizada pela fraca resposta imune celular frente
aos antigenos do Mycobacterium leprae, e associada a uma intensa resposta humoral,
podendo resultar em hipergamaglobulinemia.’”””" A diminuicdo seletiva da imunidade
celular determina o crescimento e a disseminacdo tecidual da bactéria. E a forma
contagiosa, com carga bacteriana elevada, mensurada no indice baciloscopico
(IB)# 1310121314No outro pélo, situa-se a forma Tuberculdide (TT), caracterizada pela forte
resposta celular e menor resposta humoral, determinando a forma localizada da doenga,
com maior comprometimento de nervos periféricos. Neste pélo o IB € zero e ndo ha,
comprovadamente, a transmissdo da doenga. Entre os extremos foram classificadas formas
interpolates - Dimorfa ou Borderline (BB), Dimorfa Tuberculdéide ou Bordeline
Tuberculdide (BT) e Dimorfa Lepromatosa ou Borderline Lepromatosa (BL), que
apresentam-se instaveis imunologicamente, com caracteristicas clinicas, bacterioscépicas e

histopatoldgicas variaveis, o que faz com que, ora se aproximem do pélo Virchowiano, ora
do polo Tuberculoide. I'30i2i3i4

*|B : somatdria do N“de cruzes encontrada nos efregacos da baciloscopia, dividido pelo N° de é4reas coletadas. E recomendado pelo menos
quatro regides diferentes de coleta. Locais mais frequentes: lesdo cutanea, I6bulos auriculares, cotovelos e joelhos. Exemplo: 8 cruzes +, em 4
areas de exame (IB=2)
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Do ponto de vista operacional, visando ao tratamento com a poliquimioterapia, a
OMS, em 1982, adotou uma classificacdo baseada na baciloscopia e no numero de
lesGes™*:

1- Hanseniase paucibacilar (PB): baciloscopia negativa, com 5 ou menos lesdes na

pele.

2- Hanseniase multibacilar (MB): baciloscopia positiva, com 6 ou mais lesdes na pele.
Assim, a Hanseniase, do ponto de vista imunoldgico, pode ser classificada em funcéo dos
achados dérmicos, das alteracdes sensoriais e motoras, e pelos resultados de bidpsias, 0 que
caracteriza a classificacdo de Ridley-Jopling. Mas, na maioria das situacdes, as formas PB
e MB da OMS, além de serem mais simples, sdo geralmente equivalentes, respectivamente,
as formas 1, TT e BT, proximas do pélo Tuberculdide, e as formas BB, BL e LL, proximas
do pdélo Virchowiano.'™"

A resposta imunolégica exacerbada, frente a invasdo do M. leprae, determina as
chamadas formas reacionais. Ocorrem comumente nas primeiras fases da doenca, durante o
tratamento. Algumas vezes, as reacdes ocorrem ap6s o término da PQT, ou como
manifestacdo inicial dadoenca.Entre as formas reacionais, encontramos as reacdes
reversas (RR), que estdo associadas com um rapido aumento na resposta celular, levando a
lesdo de nervos periféricos, e expressando-se clinicamente como neurites. Por outro lado, a
outra forma reacional, o eritema nodoso lepromatoso (ENL), ocorre por deposicdo de
imunocomplexos, decorrentes do aumento de anticorpos circulantes.*~ 'A

Como o M. leprae é um patogeno intracelular, é a resposta imune do tipo celular
quem confere protecdo, determinando a susceptibilidade ou a resisténcia do hospedeiro
frente ao bacilo. Abulafia e col. sugeriram que a resposta imune frente ao bacilo seria
secundéria as alteracBes metabolicas dos macrofagos.”™ Assim, naqueles pacientes onde o
teste cutdneo de hipersensibilidade tardia com lepromina (reacdo de Mitsuda) apresentasse
resultado positivo, os bacilos, apés serem fagocitados, seriam completamente lisados
pelas fosfolipases lisossomiais. Nos pacientes com a reacdo de Mitsuda negativa, a
destruicdo dos bacilos seria parcial, ficando vactolos com fosfolipideos bacilares (células
de Virchow) e presenca de microorganismos integros.” Nos pacientes com as formas
Dimorfas, seriam encontrados os dois tipos de macréfagos, correspondentes as reacdes de

Mitsuda positiva e negativa."*
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A sorologia utilizando a pesquisa de Ac IgM anti PGL - 1tem sido amplamente
estudada como um possivel instrumento laboratorial para auxiliar no diagndstico precoce
da doenca, e da doenca subclinica em contatantes.A”~"~” A Em geral, 90 a 100% dos
pacientes no pélo Virchowiano tém altos mveis de anticorpos, enquanto que apenas 40 a
60% no polo tuberculdide apresentam niveis detectaveis, comumente baixos.'”* Portanto, o
teste de ELISA para pesquisa do Ag PGL - 1, avaliando Ac da classe IgM, seria de
utilidade no diagndstico e no acompanhamento das formas multibacilares, porém de menor
utilidade nas formas paucibacilares.'***"

As pesquisas de Ac anti PGL - 1 da classe IgM tém apresentado valor na
monitorizacdo da eficacia da quimioterapia, pois foi demonstrado que o declinio das
titulagGes corresponde a queda da carga bacilar. N>

A utilizacdo de Ac anti PGL - 1 (IgM), como marcador progndstico de formas
reacionais, é ainda controversa. O envolvimento da classe IgM na formacdo dos
imunocomplexos foi sugerido, em funcdo da observacdo de queda nos titulos desses Ac,
mesmo com IB elevado, na vigéncia de reagdo do tipo ENLM No entanto, Stefani e col. em
estudo mais recente demonstraram que individuos com a forma virchowiana,
independentemente de forma reacional, apresentavam altos titulos de anticorpos especificos
anti PGL - 1, questionando, desta forma, seu uso como marcador das formas reacionais?”

A presenca de Ac IgM anti PGL - 1 pode ser indicativo de infec¢do recente ou
passada pelo M leprae, o que dificulta sua utilizacdo como rastreador de doentes. Porém, é
sugerido por alguns autores que a alta prevaléncia de anticorpos em criangas poderia
indicar transmissdo ativa em seu meio™ Em pesquisa realizada com escolares na
Indonésia, foi demonstrado que a soroprevaléncia de anticorpos contra PGL - 1poderia ser
utilizada como um indicador da prevaléncia real da Hansem'ase, em uma area endémica.™

O desenvolvimento recente do teste de fita (dipstick) para a detec¢do de Ac contra o
Ag PGL - 1do M leprae talvez seja um caminho para utilizagdo da sorologia com este
proposito, pois é rapido, facilmente realizado e barato™.

Estudos recentes sobre o papel das outras classes de imunoglobulinas na resposta
humoral frente ao M. leprae tém sido publicados. Beuria e col. encontraram queda nos
niveis de 1gGl, 1gG2 e IgG3 durante a PQT e, nos casos avaliados, ap6s o término do

tratamento houve negativacdo dos Ac anti PGL - 1 da subclasse 1gG3.~" Resultados
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semelhantes foram encontrados por outros autores.””™ Também a presenca da subclasse
IgAl tem sido evidenciada no soro de pacientes, em alguns estudos.N"* Apesar da possivel
participacdo de diferentes classes de imunoglobulinas, ocorre nitido predominio da classe
IgM frente a0 Ag PGL - 1, sendo esta, portanto, a pesquisa mais utilizada nos testes
sorolégicos. N ™Y®

A presenca de auto-anticorpos é comum, principalmente na forma Virchowiana da
Hanseniase.”” Niveis elevados de Fator Reumatdide, presenca de anticorpos antinucleares,
anticardiolipina, e a ocorréncia de hipergamaglobulinemia policlonal t¢ém sido relatados na
literaturg. MY

O deslocamento do po6lo Tuberculdide para o Virchowiano é caracterizado pelo
declinio progressivo da hipersensibilidade tardia frente aos antigenos do M. leprae. A
avaliacdo da resposta imunoldgica tem sido efetuada através da reacdo de Mitsuda, que
consiste na inoculacdo intradérmica de suspensao de bacilos mortos pelo calor, cuja leitura
é feita 4 semanas apos, resultando em papula infiltrada ou auséncia de alteracdo cutanea. A
susceptibilidade a doenca esta associada ao fluxo bacilar (medido pelo indice
baciloscdpico) e a auséncia de resposta imune (reacdo de Mitsuda negativa), enquanto que
a resisténcia esta diretamente relacionada a hiper-reatividade imunologica (reagdo de
Mitsuda positiva) e & auséncia de bacilos nas lesdes. Nas formas Dimorfas podem ocorrer
equilibrio entre estes dois fatores.

A neopterina é uma pteridina de baixo peso molecular produzida por macréfagos
ativados pelo interferon gama (IFN-y), e tem sido utilizada, em algumas situa¢des, como
marcador de atividade da imunidade celular.™ As aplicacdes clinicas mais importantes sdo:
como indicador de prognostico nas doengas neoplésicas; no acompanhamento de algumas
doencas infecciosas cronicas; na monitorizagdo de terapia imunoestimulatoria; no
diagnostico diferencial de doencas virais e bacterianas; como marcador prognéstico na
infeccdo pelo HIV e como marcador precoce de rejeicdo em transplantes.”” Alguns estudos
sugerem a aplicabilidade da dosagem de neopterina como marcador para O
acompanhamento da Hanseniase durante o tratamento e como indicativo de estados

reacionais.\*"™
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Em novembro de 1999 a OMS, associada a Nippon Foundation, Novartis e
International Federation of the Anti Leprosy Associations, na presenga de representantes
dos paises onde a Hanseniase é endémica, anunciaram a formacdo da Alianca Global para
Eliminacdo da Hanseniase como problema de Saude Publica até o ano de 2005. Eliminar
significa alcancar taxas de prevaléncia menores que lun caso para cada 10.000 habitantes.*®

Atualmente, a Hanseniase permanece como problema de saude publica em 24
paises, sendo que 12 alcancardo a meta da OMS ainda no ano 2000.***O Brasil encontra-se
entre os 12 paises onde serd necessério intensificar a atuacdo dos programas de controle da

doenga, pois 0 mesmo ocupa o segundo lugar em nimero de casos (Quadro le Tabela 1).

Quadro | - Previsdo da eliminacdo da Hanseniase até o ano 2000 nos 24 paises onde a
doenca ainda é problema de saude publica

Paises que eliminardo a Hanseniase como problema de salde publica ainda no ano
2000:

Camardes, Chade, Congo, Costa do Marfim, Etiépia, Gabdo, Gambia, Guiné-
Bissau, Mali, Nova Guiné, Paraguai e Serra Leoa.

Paises que ndo eliminardo a Hanseniase como problema de saude publica ainda no ano
2000*:

Angola, Brasil, Republica Centro-Africana, Republica Democratica do Congo,
india, Indonésia, Guiné, Madagascar, Mocambique, Myanmar, Nepal e Nigéria.
* Juntos representaram 90% da prevaléncia mundial em 1999

OMS-1999

Apesar de a Hanseniase ser uma doenca milenar, somente nos anos 40 do século
XX, com a descoberta da dapsona, é que se iniciou o controle da infeccdo. Porém, pelo
desenvolvimento elevado de resisténcia bacteriana, alto indice de recidivas e longos
periodos de tratamento, chegando em muitos casos a ser por toda a vida, se fez necessario
mudar a estratégia terapéutica.*”™ Assim, aproximadamente 20 anos apo0s a descoberta da
rifampicina e da clofazimina, ou seja, em 1981, a OMS recomendou o0 uso da
poliquimioterapia com a dapsona, clofazimina e rifampicina (PQT) para o tratamento da

Hanseniase.*™#*™ A partir da implantacdo da PQT, houve uma queda expressiva na



prevaléncia da doenca. Os casos registrados no mundo cairam de 5,4 milhdes, em 1985,
para menos de 1 milhdo em 1999. Apesar de a taxa de prevaléncia mundial estar
atualmente em 1,4 /10.000, quando analisados os paises de maior endemicidade a taxa
passa a ser de 4,5/10.000, demonstrando a necessidade de esfor¢cos maiores para o controle
da endemia (Tabela I).

Tabela I - Prevaléncia e taxa de detec¢cdo nos paises de maior endemicidade de Hanseniase
-1999

Paises Numero de casos Prevaléncia Ndmero  de Deteccéo
em registro ativo Por 10.000 €asos novos - por 10.000
-1999 1998
india 577.200 59 634.901 64,3
Brasil 72.953 4,3 43.933 25,9
Indonésia 23.378 11 18.367 gy e
Myanmar 11.906 2,4 14.357 29,0
Madagascar 12.989 8,0 8.957 55,2
Nepal 8.446 3,6 6.570 27,8
Etiopia 7.764 1,3 4.457 7,4
Mocambique 5.861 3,3 3.764 21.1
Republica D. 4.863 1,0 3.781 7,9
Congo
Nigéria 2.885 2,9 2.549 25,2
Guiné 2.399 33 3.684 50,3
Camboja 1.921 1,7 2.438 22
Total 734.853 4,5 751.440 46,4

OMS - setembro 1999

Em 1999, a cobertura com a PQT chegou a 97% no Brasil, mostrando um aumento
significativo, se comparada com a taxa de 36% em 1985. Houve queda expressiva neste

periodo nas taxas de prevaléncia da doenga (Figura 1).*"
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Baseado nos aspectos fisiopatoldgicos e epidemiolégicos da doenga, e na escassez
de trabalhos na literatura avaliando marcadores imimoldgicos em pacientes portadores de
Hanseniase, ap6s o final da PQT, este estudo propds-se a avaliar alguns pardmetros das
respostas imunes humoral e celular neste grupo de individuos, uma vez que 0S mesmos sdo
considerados curados clinicamente, apds o término do tratamento. Assim, 0s parametros
utilizados na avaliacdo da resposta imune humoral, incluiram a pesquisa de Ac IgM anti
PGL - 1, a eletroforese de proteinas séricas, a pesquisa de Ac anti treponémicos (FTA-
ABS) ou ndo treponémicos (cardiolipina); e na avaliacdo da resposta imune celular, o teste

de lepromina, e as dosagens séricas da Neopterina e da Proteina C Reativa.



OBJETIVO

0 presente trabalho teve por objetivo avaliar alguns pardmetros humorais e
celulares, de individuos clinicamente curados da Hanseniase, anos apds o término da

poliquimioterapia.



METODO

POPULACAO DE ESTUDO

A selecdo da populacdo de estudo foi realizada através de dados coletados na
Unidade de Documentacdo e Informéatica da Secretaria de Estado da Saude de Santa
Catarina. A partir do sistema de controle da Hanseniase, foi feita uma listagem dos
pacientes diagnosticados na IS*™ regional de Saude (Grande Floriandpolis) e na 14®
Regional de Saldde, no municipio de Imbituba, e que haviam iniciado o tratamento a partir
de 1993.

Foram selecionadas 81 pessoas que receberam alta por cura, sendo 53 delas
classificadas como portadoras da forma multibacilar e 28 da forma paucibacilar e que, apds
o término do tratamento com a poliquimioterapia preconizada pelo Ministério da Saude*,
foram retiradas do registro ativo da doenca.

Foram considerados critérios de exclusdo: a vigéncia de tratamento com
medicagdes imunossupressoras, associadas a presenca de formas reacionais, no periodo do
estudo (7 pacientes); o uso de corticosterdide, ndo relacionado a doenca (3 pessoas). O
tamanho da amostra foi também limitado pela dificuldade em se localizar as pessoas
selecionadas, por mudanca para endereco desconhecido (8 individuos); pela dificuldade de
contato ou acesso ao local de endereco (10 individuos); e por 6bito (1 individuo); além de
20 pessoas que ndo consentiram em participar do estudo.

Assim, foram estudadas 32 pessoas distribuidas em 4 municipios (Mapa 1- Anexo
2): 14 em Florianopolis (Mapa 2 - Anexo 3), 2 em S&o José (Mapa 3 - Anexo 4), 5 na
Palhoga, (Mapa 4 - Anexo 5) e 11 em Imbituba (Mapa 5 - Anexo 6), sendo que 0s trés
primeiros pertencem a regido da Grande Floriandpolis. Estes individuos corresponderam ao
Grupo Tratado (Grupo 1).

*PQT - Dosagem para MB: dose diaria com Clofazimina 50mg e Dapsona 100mg e 24 doses mensais supervisionadas com Rifampicina

600mg, Clofazimina 300mg e Dapsona I00mg.Dosagem para PB: dose diaria com Dapsona 100mg e 6 doses mensais supervisionadas com
Rifampicina 600mg, e Dapsona 100mg.



21

Os prontuérios destes individuos foram analisados para coleta de dados referentes a
classificagdo clinica e histopatoldgica da Hanseniase, ao resultado do teste da lepromina e
indice baciloscopico, antes do inicio do tratamento, e ao desenvolvimento de formas
reacionais, antes, durante, ou apds a PQT (Anexo 7).

Foram utilizados como grupos controles: a) 11 pacientes MB, em vigéncia de
tratamento (Grupo 2), e b) 10 individuos saudaveis (Grupo 3), ndo contactantes de

Hansenianos.

GRUPO 1

Este grupo de 32 pessoas, de acordo com a classificacdo e com o tempo de término
da PQT, apresentou a seguinte distribuicdo: 6 MB com término 1 ano antes do estudo;
cinco MB e um PB terminaram a PQT dois anos antes do estudo; 14 pessoas classificadas
como multibacilares (MB) e 3 como paucibacilares (PB) haviam terminado a PQT 3 anos
antes deste estudo; 2 PB com término 4 anos antes do estudo; e 1 PB com término 5 anos

antes do estudo (Figura 3).

16
14
12

10

3
MB PB

Tempo ap6s o término da poliquimioterapia (anos)

A B
Figura 3 - Numero de observacdes conforme o tempo de término da PQT (anos) no

grupo 1-MB (A) e no grupo 1-PB (B).
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1. Resposta humoral:

Testes soroldgicos:

Foram pesquisados Ac IgM anti PGL - 1 pela técnica de ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) em placa, e pelo teste rapido de fita (ML® Dipstick), cedidos pela
pesquisadora Samira Bihrer, do Royal Tropical Institute (KIT), Amsterdam, Holanda.

As placas de ELISA foram cobertas com antigeno dissacarideo ligado a proteina
bovina (ND-O-BSA). A técnica utilizada foi a preconizada pelo KIT (Anexo 8). Valores
de densidades opticas (D.O) superiores a 0,200 foram considerados positivos. Antes da
dosagem das amostras, avaliamos o método, através de diferentes controles, cujas leituras
haviam sido efetuadas na Holanda. Os resultados obtidos foram praticamente idénticos
aqueles encontrados pelo KIT.

O ML Dipstick é um teste de fita idealizado para detec¢do de anticorpos IgM
especificos ao epitopo imunodominante 3,6-di-O-dimetil-glicopiranosil do componente
trissacarideo do antigeno glicolipidico fendlico (PGL - 1) do M leprae. Para isto €
utilizado como antigeno um analogo semi-sintético composto do penultimo e ultimo
residuos de agucares do PGL - 1, ligados a albumina bovina, como proteina carreadora.

A fita é composta de duas tiras de nitrocelulose. A tira inferior é embebida com o
antigeno (PGL - 1) e a superior com anticorpo anti PGL - 1 humano. A tira superior serve
como controle interno do teste. O teste € realizado diluindo soro 1:50 em reagente detector,
composto de um anticorpo policlonal anti IgM humano, conjugado a um corante (palanil) e
incubando o dipstick nesta solugdo por trés horas. Apos a incubacdo, as fitas sdo lavadas e
a leitura é feita. O aparecimento de cor na banda inferior é indicativo de um teste positivo.
A banda superior deve sempre apresentar coloracdo, pois verifica a integridade dos
componentes (Anexo 9).

Para avaliagdo da presenca de auto-anticorpos foi realizado o teste de pesquisa de
Ac anticardiolipina, atraves do método do Venerai Disease Research Laboratory (VDRL).
O teste do VDRL foi efetuado em placa de Kline, segundo a técnica descrita no kit da
Biolab-M¢érieux (Anexo 10). Além disso, foi também realizado o teste antitreponémico

(FTA-ABS). A pesquisa de Ac anti treponémicos foi realizada através de
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imunofluorescéncia indireta, utilizando o kit do laboratério BIOLAB (Imunopallidum ®),
com leitura em um microscépio de fluorescéncia, com epiluminacdo da Nikon (Anexo 11).

Com a finalidade de avaliar as alteragbes nos niveis de gamaglobulina foi realizada
eletroforese de proteinas em todas as amostras coletadas. A técnica utilizada encontra-se no
Anexo 12. Leituras da fracdo gama, com valores inferiores a 1,6 g/lOOml, foram

consideradas normais.™*"

1. Resposta celular:

Teste de Mitsuda:

A Imunidade celular foi avaliada atraves do teste intradérmico de Mitsuda
(lepromina). A Mitsudina foi fornecida pela Secretaria da Saude do Estado do Parana,
através do Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobioldgicos.

O Ag para a intradermorreagdo de Mitsuda contém uma suspensdo de M. leprae, em
solucdo salina fisioldgica fenolada a 0,5%, autoclavada. Cada frasco contém Iml de
Mitsudina padronizada com 40.000.000 de M. leprae!m\ . O teste foi realizado atraves da
inoculacdo de 0,1 ml da suspensdo pela via intradérmica, na face anterior do antebrago
direito. A leitura foi realizada 4 semanas ap06s a inoculagéo.

Leitura do teste:

Reacdo negativa (0) = auséncia de qualquer sinal no local da inoculagdo, ou
presenca de nodulo inferior a 5mm de diametro

Reacdo positiva (+) = nddulo igual ou superior a 5 mm de didmetro ou presenca de

ulceracéo.

Dosagem de Neopterina:

A dosagem da Neopterina foi realizada através da técnica de ELISA. O kit utilizado
foi procedente do Laboratorio de Imunobiolégicos (IBL), Hamburgo, Alemanha. A técnica

seguida foi a descrita pelo fabricante (Anexo 13). Valores abaixo de 10 nmol/1 foram

considerados normais.
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Dosagem de Proteina C Reativa:

A proteina C Reativa sérica foi dosada pelo método de nefelometria, utilizando o
sistema nefelométrico da Behring. A técnica seguida foi a descrita pelo fabricante (Anexo

14). Valores até 5mg/l foram considerados normais.

PROCEDIMENTOS

Foram realizadas visitas domiciliares, onde houve o esclarecimento sobre a
participagdo no estudo, conforme a resolugdes 196 e 251 do Conselho Nacional de Salde.
Apoés esse procedimento, foi assinado termo de consentimento esclarecido por todos os
participantes do estudo (Anexo 15). Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica do Hospital Nereu Ramos, da Secretaria de Estado da Satde de Santa Catarina
(Anexos 16 e 17)

O teste cutdneo e a primeira coleta de sangue foram realizados no proprio
domicilio. Vinte e oito dias ap6s, foi coletada uma segunda amostra de sangue e feita a
leitura do teste da lepromina, no ambulatério de Dermatologia Sanitaria, localizado na
Policlinica de Referéncia Regional do Sistema Unico de Saude, sito a rua Esteves Janior,
na cidade de Floriandpolis; na Unidade Sanitaria Central na cidade ge Imbituba; ou no
Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

No Grupo 1, 2 pessoas ndo permitiram a coleta da segunda amostra de sangue,
sendo, portanto, estudadas 62 amostras.

A coleta foi realizada através de puncdo venosa utilizando sistema a vacuo, sendo
retirados aproximadamente 10 ml de sangue e armazenados em tubo seco apropriado. O
transporte das amostras até o laboratério do Hospital Universitario da UFSC ocorreu dentro
de um isopor com gelo. As amostras foram centrifugadas e os soros, apds separagdo, foram
colocados em tubos Ependorf individuais e estocados em freezer a- 75° C. Os tubos foram
numerados de 1 a 103. Os examinadores ndo sabiam a procedéncia de cada amostra em

relacdo aos grupos estudados.
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Os testes foram realizados em dois laboratérios do H. U. da UFSC: o de
Imunologia, sob a supervisdo dos bioquimicos Marcia VVolpato Siqueira e Miguel Strazzer

Neto, e 0 de Ensino da Biogquimica, sob a supervisdo da Profa. Maria Rovaris.

ANALISE estatistica

Para comparagdo entre dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para
comparagdo entre os grupos estudados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. O teste de
Wilcoxon foi utilizado na comparacdo intragrupo, dos resultados antes e apés a estimulacao
com teste cutdneo. Foram considerados significantes os valores de p < 0,05 nos trés testes
realizados.

O indice de concordancia kappa foi utilizado para avaliar os testes de pesquisa de
Ac IgM anti PGL-1 pela técnica de ELISA e teste rapido de fita (dipstick). O valor de

Kappa > 0,6, é considerado como boa medida de concordancia entre os testes.



RESULTADOS

RESPOSTA HUMORAL

1- DOSAGEM DE Ac IgM ANTI PGL-1 (ELISA)

GRUPO 1

Primeira avaliacéo

Nos individuos MB (Figura 5), 17 amostras foram positivas (68%) e 8 negativas
(32%). A média das DO foi de 0,348 = 0,241 (Figura 5). A mediana foi igual a 0,276.

Nos individuos PB (Figura 5), 1 amostra foi positiva (14,3%) e 6 negativas (85,7%).
A média das DO foi de 0,099 + 0,111 (Figura 5). A mediana foi igual a 0,06.

Segunda avaliagao

Nos individuos MB (Figura 6), 18 amostras foram positivas (78,3%), incluindo 2
amostras que apresentaram resultados negativos na primeira avaliacdo, e 5 amostras foram
negativas (21,7%). No estudo 2 amostras foram perdidas. A média das DO foi de 0,407 +
0,314 . A mediana foi igual a 0,305.

Nos individuos PB (Figura 6), a mesma amostra da primeira avaliacdo foi positiva
(16,7%) e 5 negativas (83,3%). Uma amostra foi perdida. A média das DO foi de 0,085 +
0,123 (Figura 6). A mediana foi igual a 0,04.
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GRUPO 2

Primeira avaliacdo

Observou-se (Figura 5) que 8 das amostras eram positivas (72,7%) e 3 negativas

(27,2%). A média das DO foi de 0,482 + 0,319. A mediana foi igual a 0,378.

Segunda avaliacédo

Observou-se (Figura 6) que 9 das amostras eram positivas (90%) e 1 era negativa
(10%). Uma amostra foi perdida. A média das DO foi de 0,448 = 0,283. A mediana foi
igual a 0,552.

GRUPO 3

A pesquisa de Ac IgM anti PGL-1 foi negativa em todas as amostras, tanto na
primeira avaliagdo (Figura 5), quanto na segunda (Figura 6). A média das DO, na primeira
avaliacdo, foi de 0,093 + 0,031, e na segunda avaliacdo de 0,095 £ 0,037. Nas 2 avaliacdes

as medianas foram, respectivamente, iguais a 0,093 e 0,101.
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COMPARAGAO INTERGRUPOS

Primeira e segunda avaliacdes

Houve diferenca significativa na pesquisa de Ac IgM anti PGL-1, quando
comparados 0s grupos estudados, tanto na primeira avaliacdo (Kruskal-Wallis: H (3, N=
53), p = 0,0001), quanto na segunda avaliacdo (Kruskal-Wallis: H (3, N = 48), p = 0,0001).

O Grupo 3 apresentou, na primeira e na segunda avaliagdes, titulos de anticorpos
significativamente mais baixos, quando comparados ao Grupo 1-MB (teste de Mann-
Whitney, p = 0,0001 e p = 0 ,0002, respectivamente) e ao Grupo 2 (teste de Mann-
Whitney, p = 0,006 e p = 0,004, respectivamente). Ndo houve diferenca significativa, nas
duas avaliacOes, entre o Grupo 3 e o Grupo 1-PB (teste de Mann-Whitney, p = 0,17ep =
0,08, respectivamente).

Ao se comparar o Grupo 2 com o Grupo 1-PB, na primeira e segunda avaliages,
houve diferenca significativa em ambas ocasides (p = 0,012 e p = 0,013, respectivamente).
Na comparacdo entre 0 Grupo 2 e o Grupo 1-MB, nas duas avaliagdes, a diferenga ndo foi
significativa (teste de Mann-Whitney, p = 0,26 e p = 0,34, respectivamente).

Ao se comparar o Grupo 1-MB) com o Grupo 1-PB, na primeira e segunda
avaliacdes, houve diferenca significativa em ambas ocasides (teste de Mann-Whitney,

p = 0,0032 e p = 0,003, respectivamente)

COMPARACAO DENTRO DE CADA GRUPO ANTES E APOS O TESTE DA
LEPROMINA

N&o houve diferenca significativa na titulacdo de Ac IgM anti PGL-1 entre as
amostras coletadas antes e ap0s a estimulagdo com a lepromina, em nenhum dos grupos

estudados (teste de Wilcoxon, p > 0,10, em todas as comparacdes).
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2 - PESQUISA DE Ac IgM ANTI PGL-1 COM TESTE DE FITA (DIPSTICK)
GRUPO 1

Primeira avaliacéo
Nos individuos MB, a pesquisa de anticorpos pelo teste de fita foi positiva em 18
amostras (72%) e negativa em 7 (28%).

Nos individuos PB, 1 amostra foi positiva (14,3%) e 6 negativas (85,7%).

Segunda avaliacgédo

Nos individuos MB, a pesquisa de anticorpos pelo teste de fita foi positiva em 17
amostras (73,9%) e negativa em 6 (26,1%). Duas amostras foram perdidas.

Nos individuos PB, 2 amostras foram positivas (28,5%) e 5 negativas (71,5%).

GRUPO 2
Primeira avaliacéo

Observou-se que 8 amostras eram positivas (72,7%) e 3 foram negativas (27,3%).

Segunda avaliagao

Observou-se que 9 amostras eram positivas (90%) e 1 era negativa (10%). Uma

amostra foi perdida.

GRUPO 3
A pesquisa de Ac IgM anti PGL-1 pelo teste rapido de fita foi negativa em todas as

amostras, tanto na primeira avaliacdo, quanto na segunda.
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CORRELAGCAO ENTRE OS TESTES DE ELISA E DIPSTICK

A Tabela IV correlaciona os testes de pesquisa de Ac IgM anti PGL-1 pela técnica
de ELISA, e o teste rapido de fita (dipstick). O indice de concordancia encontrado entre 0s
testes foi de 96% (Kappa = 0,96).

Tabela 1V - Correlagdo entre os testes de ELISA e dipstick na pesquisa de Ac IgM anti
PGL-1
Ac a- PGL-1 (teste de fita)

Dipstick
ELISA Positivo Negativo Total
Positivo 53 2 55
Negativo 0 48 48
Total 53 50 103

GAMAGLOBULINA

GRUPO 1
Primeira avaliacéo

Nos individuos MB, a dosagem de gamaglobulina foi positiva em 6 amostras (24%)
e negativa em 19 (76%). A média das dosagens de gamaglobulina foi de 1,356 + 0,282. A
mediana foi de 1,300.

Nos individuos PB, a dosagem foi positiva em 2 amostras (28,5%). A média das

dosagens de gamaglobulina foi de 1,342 + 0,304 (Figura 8). A mediana foi de 1,300.

Segunda avaliagédo

Nos individuos MB, a dosagem de gamaglobulina foi positiva em 5 amostras

(21,7%), incluindo 2 amostras que eram negativas na primeira avaliagdo. Duas amostras
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foram perdidas. A média da dosagem de gamaglobulina foi de 1,413 + 0,337. A mediana
encontrada foi 1,300.

Nos individuos PB, a dosagem foi positiva em 2 amostras (28,5%). A média da
dosagem de gamaglobulina foi de 1,257 £ 0,305 (Figura 9). A mediana encontrada foi de
1,200.

GRUPO 2

Primeira avaliagdo
A dosagem de gamaglobulina foi positiva em 3 amostras (27,2%). A média das

dosagens encontrada foi de 1,527 = 0,508 (Figura 8). A mediana encontrada foi de 1,400.

Segunda avaliagdo
Encontraram-se 6 amostras positivas (60%), incluindo 4 amostras que eram
negativas na primeira avaliacdo. Uma amostra foi perdida. A média encontrada das

dosagens foi de 1,840 £ 0,488 (Figura 9). A mediana encontrada foi de 1,950.

GRUPO 3

Foram todas as amostras negativas tanto na primeira avaliagdo, quanto na segunda.
As médias das dosagens encontradas foram, respectivamente, 1,160 + 0,189 e 1,180 0,139

(Figuras 8 e 9). As medianas encontradas foram, respectivamente, 1,100 e 1,150.
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COMPARACAO INTERGRUPOS

Primeira avaliacéo

Houve diferenca significativa das médias das dosagens de gamaglobulina, quando
comparados os grupos estudados ( Kruskal-Wallis: H (3, N =53 ) p = 0,038).

O Grupo 3 apresentou diferenca significativa nos niveis de gamaglobulina sérica se
comparado aos Grupos 1e 2 (teste de Mann-Whitney, p < 0,04).

Ao comparar os Grupos 1 e 2 a diferenca nas médias das dosagens ndo foi

significativa (teste de Mann-Whitney, p = 0,232).

COMPARAGCAO INTERGRUPOS

Segunda avaliagao

Houve diferenga significativa das médias de dosagem da gamaglobulina, quando
comparados os grupos estudados ( Kruskal-Wallis: H (3, N =53 ), p < 0,002).

O Grupo 3 apresentou diferenca significativa nos niveis de gamaglobulina sérica se
comparado aos Grupos le 2 (teste de Mann-Whitney, p < 0,04).

Ao comparar 0s Grupos 1 e 2 a diferenca nas médias das dosagens foi significativa
(teste de Mann-Whitney, p < 0,02).

COMPARAGCAO DENTRO DE CADA GRUPO ANTES E APOS O TESTE DA
LEPROMINA

N&o houve diferenca significativa nos mveis de gamaglobulina entre as amostras
coletadas antes e apds a estimulacdo com a lepromina em nenhum dos trés grupos
estudados (Wilcoxon, p = 0,242).
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PESQUISA DE ANTICORPOS ANTICARDIOLIPINA E ANTI -TREPONEMICO

GRUPO 1

VDRL

No grupo MB, houve 2 amostras positivas (8%) na primeira avaliagdo, com titulos
de 1:16 e 1:8. Estas titulagOes se repetiram na segunda avaliagéo.

No grupo PB, todas as amostras foram negativas tanto na primeira avaliacéo,

quanto na segunda.

FTA-ABS

No grupo MB observou-se em 1 amostra dosagem de FTA-ABS IgM positiva, que
ndo se repetiu na segunda avaliacdo. Este individuo ndo tinha histéria clinica prévia de
tratamento para Sifilis,e na analise de prontudrio encontrou-se um VDRL negativo
anterior.

Na primeira avaliacdo, encontraram-se no grupo MB 8 amostras positivas (32%) na
pesquisa de FTA-ABS, classe 1gG, permanecendo positivas na segunda avaliacdo. Seis
individuos ndo tinham historia prévia de diagndéstico e tratamento de Sifilis ou pesquisa
positiva na analise de prontuario.

O grupo PB apresentou uma amostra positiva (14,2%) na primeira avaliacdo, que se
repetiu na segunda.

A Tabela V mostra a relagdo de positividade entre VDRL e FTA-ABS. As 4
amostras de 2 individuos classificados como MB, que eram VDRL positivas, também

tinham titulos positivos de FTA-ABS da classe 1gG.
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Tabela V- Correlagdo entre a positividade dos testes de FTA-ABS e VDRL nas 62

amostras estudadas no Grupo 1.

VDRL Total
FTA-ABS IgM Positivo Negativo
Positivo : 1 1
Negativo : 61 61
FTA-ABS IgG
Positivo 4 14 18
Negativo : 44 44
GRUPO 2

Na primeira avaliagdo encontrou-se 1 amostra positiva (9,1%) na pesquisa de FTA-
ABS IgG, que persistiu na segunda avaliacdo. Este paciente ndo tinha historia prévia de

tratamento para Sifilis.

GRUPO 3

A pesquisa foi negativa para os testes anticardiolipina e antitreponémico em todas

as amostras analisadas, tanto na primeira avaliagdo quanto na segunda.

RESPOSTA CELULAR

1-TESTE DE MITSUDA

GRUPO 1

Apos a leitura do teste da lepromina observou-se que no Grupo 1-MB, 3 Dimorfos
(12%) apresentaram teste positivo. Estes eram Mitsuda negativos no periodo que precedeu
0 inicio da PQT. Todos os individuos MB, classificados previamente como Virchowianos,

mantiveram-se com teste cutaneo negativo .
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Neste estudo, todos os individuos do Grupo 1-PB foram Mitsuda positivos.

GRUPO 2

Nos 11 pacientes estudados, o teste de Mitsuda foi negativo.

GRUPO 3

Das 10 pessoas avaliadas, 8 tiveram resposta positiva a Mitsudina (80%) e 2 foram

negativas (20%).

2- DOSAGEM DE NEOPTERINA

GRUPO 1

Primeira e Segunda avaliacdes

O valor da mediana das dosagens na primeira avaliagdo, tanto para os MB quanto
para os PB, foi de 2,9 nmol As dosagens minima e maxima, para os PB, foram de 1,47
ninol/1 e 4,73 nmol/l. No caso dos MB, estas dosagens foram de 1,0 rrmol/1 e 6 nmol/1,
respectivamente (Figura 10).

O valor da mediana das dosagens na segunda avaliacdo foi 3,0 imiol/1 para os MB e
de 3,2 nmol/1, para os PB. As dosagens minima e maxima foram 1,17 nmol/1 e 13,0 nmol/1
para os MB, e de 1,53 nmol/1 e 4,6 nmol/1 para os PB (Figura 11).

As dosagens médias de Neopterina encontravam-se dentro dos valores normais nos

trés grupos estudados, tanto na primeira quanto na segunda avaliagbes (Figuras 10 e 11).
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GRUPO 2

Primeira avaliacéo
O valor da mediana das dosagens foi 4,3 nmol/1. As dosagens minima e maxima
foram 1,12 nmol/1 e 8,09 nmol/1 Todas as amostras encontradas estavam dentro dos limites

normais do teste (Figura 10).

Segunda avaliacéo
O valor da mediana das dosagens foi 3,8 nmol/1. As dosagens minima e méxima
foram 1,1 nmol/1 e 5,3 nmol/1. Todos os valores encontrados estavam dentro dos limites

normais do teste (Figura 11).

GRUPO 3

Primeira avaliagéo

O valor da mediana das dosagens foi 3,0 nmol/l, sendo inferior ao valor de
referéncia. As dosagens minima e méxima foram 2,1 imiol/1 e 6,0 nmol/1. Todos os valores

encontrados estavam dentro dos limites normais do teste (Figura 10).

Segunda avaliagéo

O valor da mediana das dosagens foi 2,2 nmol/1. As dosagens minima e maxima
foram 1,6 imiol/1 e 3,6 nmol/1. Todos os valores encontrados estavam dentro dos limites
normais do teste (Figura 11).

N&o foram feitos estudos estatisticos comparativos intragrupos e intergrupos
em nenhuma das duas avaliagdes, uma vez que os valores médios de todos 0s grupos

encontravam-se dentro da faixa de normalidade sérica da neopterina.






3- DOSAGEM DE PROTEINA C REATIVA (CRP)

GRUPO 1
Primeira avaliagéo

O valor da mediana das dosagens foi 3 mg/l, tanto para os MB quanto para os PB.
As dosagens minima e maxima foram de 3,0mg/l e 17,1 mg/l para os MB e de 3mg/l e 21,4
mg/l para os PB. Seis MB e trés PB apresentaram valores séricos acima da normalidade
(Figura 12).

Segunda avaliacdo

O valor da mediana das dosagens foi 3,4 mg/l tanto para os MB quanto para os PB.
As dosagens minima e maxima foram de 3,4 mg/l e 14,5 mg/l para os MB e de 3,4 mg/l e

11,8 mg/l para os PB. Sete MB e dois PB apresentaram niveis séricos acima dos valores

normais (Figura 13).

GRUPO 2

Primeira avaliagéo

O valor da mediana para as dosagens foi de 3,0 mg/l. As dosagens minima e

maxima foram de 3,0 mg/l e 7,5 mg/l Trés amostras apresentaram resultados discretamente

aumentados (Figura 12).

Segunda avaliagdo

O valor da mediana das dosagens foi de 7,45 mg/l. As dosagens minima e méxima

foram de 3,4 mg/l e 11,8 mg/l Seis amostras apresentaram resultados avimentados (Figura
13).









DISCUSSAO

A introducdo, no Brasil, da poliquimioterapia em 1986 determinou a queda da
prevaléncia da Hanseniase. Porém, fato interessante, observou-se um aumento na taxa de
deteccdo das formas multibacilares em grande parte dos Estados brasileiros. Isto sugere que
0 novo esquema terapéutico teve um impacto expressivo na classificacdo clinica,
principalmente quando ocorria divida quanto ao aspecto e namero das lesdes, aumentando,
assim, o numero de provaveis falsos Dimorfos.”*" Apesar da queda na prevaléncia, ndo
houve alteragdo significativa na incidéncia da doencga, que expressa o real controle da
infeccdo. Santa Catarina, diferentemente dos outros Estados, manteve, historicamente, o
predominio de multibacilares, com taxas de deteccdo estaveis.”*"

Para que ocorra queda da transmissdo da doenca € necessario que se limite a
circulacdo da bactéria na comimidade.»”™* Com a poliquimioterapia, ocorre encurtamento
do tempo de doenca e controle sobre os multibacilares tratados, diminuindo, desta forma,
esta fonte de infeccdo. A poliquimioterapia € a principal arma usada pelos Programas
Nacionais de Saude para atingir suas metas de eliminacdo da doenca."”” Estudos tém
demonstrado que os pacientes portadores da forma multibacilar que receberam menos de
24 doses mensais de poliquimioterapia responderam tdo favoravelmente quanto os que
receberam 24 ou mais doses do tratamento. Assim, a OMS considerou que a duracdo do
tratamento para o0s pacientes multibacilares pode ser reduzida a 12 meses, sem
comprometer a eficacia do tratamento, mesmo naqueles com indice Baciloscopico muito
elevado."" Estes pacientes devem ser acompanhados com cautela, pois tém um risco maior
de desenvolverem lesdo neural, formas reacionais da doenca e melhora lenta das lesdes
cuténeas. Caso ndo se observe melhora em 12 meses com a PQT, recomenda-se 12 meses
adicionais."** Com a fixacdo de um menor tempo de tratamento, ocorrerd uma aceleragao
em direcdo as metas da Alianca Global e a eliminacdo da Hanseniase como problema de
Saude Publica, talvez antes do ano 2005."*"

O impacto epidemioldgico no controle da disseminacdo do M. leprae, através da

descoberta de doentes, tem sido discutido.A presenca, transitoria, de carreadores nasais
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assintomaticos, contatos ou ndo de doentes com formas multibacilares, sdo possiveis fontes
de infec¢do do bacilo, que manteriam, junto aos pacientes multibacilares, a micobactéria
circulante.» Quando os pacientes considerados curados séo retirados do registro ativo da
doenca, retomam para 0 mesmo ambiente, podendo ser re-expostos ao bacilo. Ao
mapearmos os individuos do Grupo 1, observamos que a distribuicdo no municipio de
Palhoca (Anexo 5) ficou concentrada em uma determinada regido, ao contrario dos outros
municipios onde a distribuicdo na comunidade foi mais heterogénea. Eram 5 pessoas,
sendo 3 classificadas como multibacilares. Além destes fatores de persisténcia bacteriana
na comunidade, ndo se observou, até o presente momento, queda na taxa de detec¢do apds
o0 inicio da poliquimioterapia. Portanto, sdo necessarias medidas adjuvantes ao tratamento
para que, apos alcancar a eliminagdo, se inicie o processo de erradicacdo como meta final.
Para que isto ocorra, € importante o entendimento da relacdo entre o M. leprae e seu
hospedeiro, assim como suas formas de transmissdo. Valverde CR e col. descreveram o
achado de infeccdo pelo M leprae em macacos Cynomolgus provenientes das Filipinas.
Estes macacos e, possivelmente, outros primatas, poderiam ser utilzados como modelos
experimentais para o estudo da hanseniase em hximanos.*

@) desenvolvimento de uma vacina efetiva e a possivel utilizacdo de marcadores de
respostas humoral e celular poderiam ser utilizados na estratégia de bloqueio da cadeia de
transmissdo e no acompanhamento dos pacientes considerados curados, a longo prazo, por
pelo menos 10 anos pds tratamento, e em contatados, visando o diagndstico precoce da
doenca e de recidivas."*"™

Nessa pesquisa encontramos, nos resultados dos individuos tratados, a presenca de
Ac IgM anti PGL - 1 séricos em niveis séricos semelhantes a de estudos com pacientes em
tratamento, no que se refere a polarizacdo da doenca, ou seja, taxa elevada nos
multibacilares e baixa nos paucibacilares.”*™™ Observou-se no grupo 1 (Tratado MB)
68% de positividade na primeira avaliacdo e 78% na segunda avaliagdo. Por outro lado, foi
encontrado no grupo 1 (Tratado PB), respectivamente, na primeira e segunda avaliagdes,
4% e 28% de positividade. O grupo 2 mostrou positividade de 75%> na primeira avaliacao e
90% na segunda. Estes achados estdo em concordancia com o encontrado na literatura.”*""®
Entre os controles normais, ndo contatados de doentes multibacilares, a positividade varia

de acordo com a endemicidade da regido, podendo chegar até 30%) em regifes de alta
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endemicidade.lsrael Filho e Foss encontraram, em diferentes estudos, cerca de 3%
de positividade no grupo controle diferentemente dos desta pesquisa, que ndo obteve
nenhum caso positivo. Apesar de, surpreendentemente, observarmos uma tendéncia de
aumento na positividade da pesquisa de Ac IgM anti PGL - 1 na segunda avaliacéo de
todos os grupos estudados, ou seja, apos o teste da lepromina, esta ndo foi estatisticamente
significativa. Seria necessario um nimero maior de amostras para verificar se existe uma
relagdo entre o teste cutaneo de Mitsuda, que avalia a presenca de hipersensibilidade tardia,
mediada por célula T, e a resposta imune humoral. Este estudo seria interessante, pois,
baseando-se nos conhecimentos atuais, Sousa e col. ndo encontraram um efeito putativo da
influéncia das citocinas de padrdo Thl ou Th2 sobre a formagdo das subclasses de 1gG nas
infeccbes por micobactérias.~ Em outro estudo, in vitro, foi mostrado que a producéo de
INF-y, apesar de aumentar com o tempo de tratamento com a poliquimioterapia, ndo diferia
entre as formas LL e TT.

Cho e col., ao analisarem os titulos de Ac IgM anti PGL - 1, dois e cinco anos apés
0 inicio do tratamento com diversos esquemas, incluindo a poliquimioterapia com dapsona,
clofazimina e rifampicina, observaram que houve, respectivamente, um declinio de 50% e
70%, independente do esquema terapéutico utilizado.”* Os titulos tendem a cair nos
primeiros anos apds inicio do tratamento, a medida que ocorre a queda do indice
baciloscopico (IB). Apesar de nosso estudo ser transversal, com dosagens das
titulacdes em grupos pequenos e com individuos distintos, seria esperado que as DO no
Grupo 2, onde a maior parte se encontrava em inicio da poliquimioterapia e com indice
Bacilar mais elevados, fossem significativamente maiores que no Grupo 1. Porém, 0s
valores encontrados foram semelhantes. Da mesma maneira, ndo foi encontrada diferenca
significativa quando se compararam as médias de DO em relagdo ao tempo de término da
PQT. A persisténcia de bacilos integros ou fragmentados nos tecidos por tempo
prolongado, mesmo apo6s o término da PQT, justificaria a positividade ainda alta no Grupo
1  Gelber e col. descreveram diferentes grupos de individuos que, durante o tratamento,
apresentaram comportamentos distintos quanto a velocidade de queda dos Ac anti PGL - 1
Enquanto de um lado havia pacientes com queda linear e rapida dos titulos, de outro lado
havia aqueles que, ap0s a queda inicial observada no primeiro ano de tratamento,

estabilizavam seus titulos, mantendo-os por um tempo prolongado, com queda mais lenta."*"
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No entanto, por ndo termos idéia dos titulos destes anticorpos na vigéncia da doenca destes
individuos, seria necessario um acompanhamento sorolégico, para afirmar se esta
ocorrendo persisténcia dos titulos de anticorpos, com queda progressiva e lenta,
permanecendo semelhante ao Grupo 2; ou se esta ocorrendo persisténcia do bacilo, em
alguns integrantes deste grupo, ou ainda se os mesmos estdo sendo novamente expostos,
mantendo o estimulo antigénico.

Os anticorpos produzidos ndo séo protetores e a sua presenca estaria vinculada ao
metabolismo da micobactéria pelo macrdéfago."* Na ocorréncia de metabolizacdo parcial do
bacilo, seriam formados antigenos incompletos, que ndo seriam apresentados pelo MHC de
classe Il aos LT. Este macrofago modificado seria reconhecido como estranho e seria
fagocitado por outros macrdéfagos. Esta nova informacdo antigénica determinaria a
estimulacdo da subpopulacdo de LT auxiliares do tipo 2 (Th2) e, conseglientemente, a
exacerbacdo da resposta imune humoral."* Além disso, a resposta humoral frente ao
Mycobacterium leprae também é antigeno T-independente, ocorrendo predominio da classe
IgM em qualquer fase da doenca?'™ Esta alteracdo no funcionamento de macrdfagos estaria
correlacionada a recidiva em pacientes classificados como PB. Estes pacientes teriam
também parte de seus macrofagos com alteracdo no metabolismo da micobacteéria,
favorecendo a persisténcia bacilar e a possivel recidiva futura.™

A interacdo entre macrofagos e LT, com a liberagdo de moduladores da resposta
imune (citocinas), também tem importancia na determinacdo de mecanismos de defesa ou
de disseminacdo do M. leprae, expressando-se clinicamente nas formas polares da doenca.
No pélo Virchowiano ocorre predominio das citocinas produzidas pela subpopulacdo de LT
auxiliares do tipo2 (Th2): IL~, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10. Destas,alL-" e a
IL-10 sdo supressoras da atividade macrofagica e a IL-" estimula LB, aumentando a
producdo de imunoglobulinas. Por outro lado, no pélo Tuberculdide ocorre predominio das
citocinas produzidas pela subpopulacdo de LT auxiliares tipo 1 (Thl): IL2, IFN y, TNF,
que sdo estimuladoras da resposta imune celular, com ativagdo de macroéfago.

Além das alteragbes metabdlicas do macrofago e da producgédo de citocinas, também
é descrito o envolvimento de diferentes padrbes fenotipicos do sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA), determinando alteragbes na apresentacdo de antigenos,

estando também envolvido nas altera¢es imunoldgicas da doenca. O predominio de HLA-
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DR2 e HLA-DR3 confere resisténcia, estando presente no p6lo Tuberculbide. Por outro
lado, 0 predominio de HLA-DQI esta relacionado a suscetibilidade e & disseminacdo da
doenca.

Estes fatores do hospedeiro, ligados a hereditariedade, sdo de grande importancia,
na medida em que a poliquimioterapia ndo modifica a resposta do macréfago frente ao
bacilo, mantendo a suscetibilidade mesmo apds a alta pela cura clinica.

A manutengdo de titulos elevados de Ac ou o aumento destes, durante o
acompanhamento, funcionaria como alerta para possivel atividade bacilar, sendo adjuvante
na deteccdo de possiveis récidivas ou resisténcia ao tratamento. ™™ Levis e col.
sugeriram que a determinagdo dos niveis de Ac IgM anti PGL-1 anualmente, associada a
bidpsia e ao IB, deveriam ser analisadas para definicdo, ndo s6 da duracdo da
poliquimioterapia, mas também da escolha dos antimicrobianos.

O tropismo pelo sistema nervoso periférico com comprometimento das células de
Schwann tem sido objeto de estudo por alguns autores. Estudos experimentais sugerem que
macréfagos infectados pelo bacilo, ao transitarem pelos nervos periféricos, ficariam
aderidos as células endoteliais da vasa nervorum, sendo posteriormente liberados no espaco
endoneural e persistiriam parasitando as células endoteliais. A micobactéria, entdo, se
ligaria & superficie da célula de Schwann, através da cadeia a-2 da laminina, que é uma das
proteinas isoladas na superficie desta célula, e posteriormente ocorreria sua interiorizacao.
A laminina, que é restrita ao sistema nervoso periférico, poderia explicar o ndo-
comprometimento do sistema nervoso central pelo M. leprae.

Como o bacilo invade macrofagos, células endoteliais e células de Schwann, a
persisténcia, nesta Gltima, de bacilos integros poderia ser fonte de récidiva, pois € isenta de
fagolisossomas, ftincionando como depdsito de micobactéria. Desta forma, haveria
manutenc¢do do estimulo antigénico, com persisténcia de titulos altos de Ac IgM anti PGL-
1. No entanto, no acompanhamento pés-tratamento alguns autores observaram uma taxa de
recidiva baixa.™™Por outro lado, Kajihara H. e col. analisando biépsias de nervo radial em
pacientes LL e BL, em vigéncia da poliquimioterapia, encontraram macrofagos, células de
Schwann e células endoteliais contendo material denso e irregular, considerados como
sendo M. leprae degenerado e fragmentado. Ndo foram encontrados bacilos intactos, o que

corrobora a efetividade da poliquimioterapia.® Estes resultados poderiam sustentar o
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argumento da ndo-realizacdo de teste sorolégico como rotina de acompanhamento pos-
tratamento, associado ao custo de sua realizacdo. Porém, trata-se de uma doenca de
importancia epidemioldgica, na medida em que, se realizado diagndstico tardio, pode ser
incapacitante, aumentando 0 nUmero de pessoas economicamente inativas. O
aprimoramento de técnicas laboratoriais que visam ao diagndstico precoce de doengas
crbnicas, como a Hanseniase, deveria ser estimulado pelos 6rgdos governamentais nos
paises onde a doenca ainda € um problema de salde publica.

Dois integrantes do Grupo 1 (Tratado MB) chamaram a atencdo na analise dos
resultados. Em um paciente classificado como forma Dimorfa que tinha indice
Baciloscopico de 3,75 no inicio da poliquimioterapia e 1,00 no término do tratamento, foi
encontrada uma DO de 0,682. Foi realizada a coleta trés anos apés o término do
tratamento. Em um outro paciente, com término de tratamento 2 anos antes da coleta e
também classificado como forma Dimorfa, apresentava IB 4,25 no inicio da PQT, 1,25 no
término da PQT e tinha uma DO de 0,243, estando proximo do limiar minimo de
positividade da dosagem de Ac IgM anti PGL-1. Chama atencéo a grande diferenga entre
estes dois titulos, j& que a queda da DO tende a acompanhar o I.B. Esta persisténcia de DO
alta, apesar de ndo sabermos como eram os titulos iniciais, sugere a necessidade de um
acompanhamento clinico e laboratorial deste paciente, na perspectiva de se fazer
diagnostico precoce de recidiva, se esta vier a ocorrer.

A pesquisa de Ac IgM anti PGL-1, através de teste rapido de fita, apresentou
excelente indice de concordancia com o teste de ELISA convencional (kappa =0,96). Este
achado esta de acordo com o encontrado por Bihrer (k = 0,92), em um estudo realizado
com grupos de pacientes paucibacilares, multibacilares, contatados e controles sadios.™
Apesar de ser um teste sensivel e especifico, nossos achados sugerem que o teste teria
pouco valor no acompanhamento pds-tratamento, por ser qualitativo, sabendo-se que 0s
pacientes MB podem persistir com titulos positivos por muito tempo, com queda
progressiva. Porém, a aplicabilidade no mapeamento epidemioldgico da infeccdo poderia
ser de grande valor no controle da doenca, pois se a prevaléncia de soropositividade numa
populacdo pode refletir taxas de exposicdo/infeccdo, o efeito das medidas de controle
poderiam ser avaliados através de triagem utilizando teste sorolégico. Bihrer e col.

realizaram testes soroldgicos por técnica de ELISA e dipstick em 2.450 escolares.
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distribuidos aleatoriamente em 3 municipios, com diferentes taxas de prevaléncia (alta,
média e baixa) no Estado de Santa Catarina (respectivamente, Itajai, Laguna e Tubardo).
As taxas de positividade dos testes, quando comparadas entre 0s municipios, estavam em
concordancia com a classificacdo dos mesmos segundo a prevaléncia da doenca. Porém,
guando analisadas isoladamente, as taxas mostraram uma positividade muito elevada nos 3
municipios estudados. Estes achados sugerem que a realizacdo de busca ativa de doentes, a
partir dos contatados dos soropositivos, poderia colaborar como uma nova estratégia no
controle da doencga (Buhrer, 2000, dados néo publicados).

A hipergamaglobulinemia é um achado frequente nas formas multibacilares da doenga,
principalmente durante as formas reacionais.Neste estudo observou-se um aumento
na fragdo gama da eletroforese de proteinas, apos estimulacdo com teste cutdneo no Grupo
2. Este achado ndo ocorreu no Grupo 1 (Tratado MB). Isto sugere uma maior resposta
humoral inespecifica, induzida pelo teste cutdneo, no Grupo 2, visto que ndo houve
diferenca significativa nos titulos de Ac anti PGL-1 nas duas avaliacdes efetuadas. Seria
necessario, no entanto, um estudo com maior nimero de amostras para corroborar este
achado.

A presenca de auto-anticorpos no soro de pacientes com Hanseniase Virchowiana é
muito freqliente.™ Como a cardiolipina é um dos componentes estruturais do M leprae, é
freqliente o achado de anticorpos anticardiolipina com resultados falso positivos.™" Este
estudo encontrou no Grupo 1 baixa positividade de VDRL (6,2%). Interessante é observar
que, nos pacientes ainda em tratamento, ndo foi encontrado nenhum resultado positivo,
embora a literatura descreva positividade de até 30%. Talvez o baixo nimero de
pacientes em nosso estudo justifique este achado.

Também é relatada a possibilidade de ocorréncia de testes treponémicos falso
positivos.™ A pesquisa de FTA-ABS IgG esteve presente em 18%o dos individuos tratados.
Scotti e col. encontraram na anélise de 206 soros de pacientes MB 40% (82) de
positividade para testes ndo treponémicos e 40% destes (33 de 82) tiveram testes
treponémicos positivos.™ Porém, o autor ndo pesquisou teste treponémico nos pacientes
MB, VDRL negativos. A possibilidade de que estes achados sejam decorrentes da co-
infeccdo da Hanseniase com a Sifilis ndo parece explicar a positividade alta de testes

treponémicos neste estudo. As seguintes observacdes seriam contrdrias a presen¢a de uma
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co-infecgdo: pessoas com testes positivos foram questionadas sobre a presenca de historia
recente ou passada de tratamento; a presenca nos prontuarios de teste ndo treponémico
negativo e o fato de que as amostras positivas (FTA-ABS da classe 1gG), estdo
concentradas no Grupo 1 (Tratado MB), onde predomina a resposta humoral. Testes
treponémicos falso positivos sdo encontrados em doencgas do tecido conectivo, doengas
autoimimes, infec¢bes virais, leptospirose, malaria, gestacdo e doenca de Lyme.’”™ Além
disso, se realmente se trata de titulagdes falso positivas de FTA-ABS IgG, possivelmente o
melhor marcador de doenca na Sifilis seria FTA-ABS IgM. Desta forma, o clinico deveria
ser cuidadoso ao analisar testes treponémicos associados a histéria clinica e
epidemioldgica.

Saad e col, estudando pacientes e contatados de hansenianos, demonstraram a
relacdo inversa entre a resposta humoral e a celular. Dos 17 contatos que apresentaram
Mitsuda negativo, dois tinham titulos elevados de Ac anti PGL-1 e ambos desenvolveram
formas clinicas Dimorfa e Indeterminada da doenca, no periodo de 2 anos de seguimento.\*
A presenca de teste de Mitsuda negativo indica um risco individual de desenvolvimento da
doenga, com probabilidade maior de polarizar para formas MB, que sdo transmissoras do
bacilo. Os autores sugeriram que o teste de Mitsuda poderia auxiliar, junto a sorologia, na
busca de novos casos em populagdes de alto risco para contagio com o bacilo.N™*

Observou-se neste estudo que todos os individuos tratados classificados como
virchowianos mantiveram-se Mitsuda negativos e todos os paucibacilares permaneceram
Mitsuda positivos. Somente ocorreu a inversdo da resposta de hipersensibilidade tardia em
trés pacientes classificados como portadores da forma Dimorfa. A persisténcia da
suscetibilidade ao bacilo associada aos titulos positivos de anticorpo especifico anti PGL-1
demonstra a necessidade de acompanhamento continuo destes individuos. Como nas taxas
de deteccdo prevalecem as formas MB, a vigilancia a longo prazo se faz necessaria, mesmo
em regides de baixa prevaléncia, como Santa Catarina.

A Neopterina € liberada pelos macrofagos quando ativados pelo IFNy . Seu nivel
aumentado tem imi especial valor em doencas caracterizadas por mudanca aguda em
severidade. A extensdo e a atividade de doengas correlacionadas com parasitas
intracelulares, como a tuberculose, leishmaniose e hanseniase poderiam ser correlacionadas

com niveis elevados de Neopterina.
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Este estudo mostrou que a Neopterina ndo foi um bom marcador de atividade da
doenca, pois foi negativo tanto no Grupo 2, quanto no Grupo 1, sendo os niveis semelhantes
4o encontrado no Grupo 3. Hamerlinck encontrou uma dosagem média de Neopterina em
pacientes nédo tratados de 9 nmol/l  estando em concordancia com este estudo. Na mesma
pesquisa, foram encontrados niveis elevados de Neopterina em pacientes com formas
reacionais, principalmente no tipo eritema nodoso lepromatoso (média de 16,9 nmol/1).
Estes achados sugerem que a dosagem de neopterina seria um bom marcador para
acompanhamento de formas reacionais e no diagndstico diferencial entre as formas
reacionais e a possivel ocorréncia de recidiva da doenca.™

A presenca de proteinas de fase aguda, como a CRP, ocorre na medida em que 0s
hepat6citos sdo expostos a certas citocinas (IL-1, TNF e IL-6). Como sdo citocinas
principalmente secretadas por macrofagos, a CRP seria um marcador de ativacdo destas
células."*’ Neste estudo encontramos valores de médias baixos nos trés grupos estudados.
Autores descrevem 15 a 25,8% de positividade em pacientes virchowianos, aumentando
para 90 a 100% durante a forma reacional tipo eritema nodoso. ™™™ Nas formas
reacionais, principalmente reacdo tipo eritema nodoso lepromatoso, observam-se niveis
elevados de CRP, pela recuperacdo transitéria da resposta imune celular.M***

Como em outros parametros das respostas humoral e celular estudados, observamos
neste estudo aumento nos niveis de CRP, apds estimulacdo com a lepromina, no Grupo 2.
Porém, apesar de ser aumento laboratorial significativo, manteve-se sem significancia
clinica. Talvez o estimulo localizado com o teste cutdneo tenha induzido a esta resposta
celular, com ativacdo de macrdéfagos na derme, e conseqliente aumento desta proteina de
fase aguda. Estes achados nos levam a questionar: teriam os individuos em vigéncia da
poliquimioterapia maior resposta tanto humoral, quanto celular, quando comparados aos
individuos considerados curados? Existiria relacdo entre a piora destas respostas
imunoldgicas e o tempo de término da poliquimioterapia? Apenas com um estudo maior e
com seguimento prolongado destes individuos é que poderiamos responder a estas
questoes.

Com os resultados deste estudo, concluimos que os individuos do Grupo 1 MB
mantiveram parametros de resposta humoral e celular de suscetibilidade a doenca,

independente do tempo pés-tratamento. Baseado nos resultados laboratoriais e na pesquisa
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da literatura, sugerimos que seja ampliado o tempo de acompanhamento dos individuos
considerados curados, utilizando pardmetros clinicos, auxiliados pela titulacdo anual de Ac
IgM anti PGL-1 e de um teste para avaliacdo da resposta celular.

Concomitantemente, 0s contatantes também deveriam ser acompanhados,
inicialmente através do teste rapido de fita, por ser sensivel e barato. Os positivos seriam
submetidos ao teste de ELISA, também com titulagbes anuais. Os que forem negativos
também seriam acompanhados anualmente, porém somente com o teste rapido. Desta
forma, o Programa de Controle da Doenca teria maior visibilidade do comportamento da

doenca no Estado e maior entendimento da transmissdo do bacilo dentro das comunidades.



CONCLUSOES

No grupol, Tratado MB (pdlo Virchowiano), o padrdo de resposta imune nao
diferiu daquele encontrado no Grupo 2, independente do tempo de término da PQT, o que
indica manutencao da suscetibilidade a doenca (recidiva ou re-infec¢éo).

Nos individuos do Grupo 1, classificados como MB (forma Dimorfa), houve uma
reversdo a favor da resposta celular, expressa pela reagdo de Mitsuda positiva, o que indica
uma maior resisténcia a doenca (recidiva ou re-infec¢éo).

No Grupo 1PB (p6lo Tuberculdide), foi observada a presenca de uma boa resposta
celular, o que indica imia maior resisténcia a doenga (recidiva ou re-infec¢do)

E importante 0 acompanhamento clinico e laboratorial continuo, principalmente dos

individuos tratados que mantiverem um predominio do padrdo humoral de resposta imune.
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ANEXOS



ANEXO 1- TAXA DE PREVALENCIA E DETECCAO - BRASIL 1998

PREVALENCIA (a) DETECGAO (p)
UF N° COEF./10.000 N* COEF./10.00
0
BRASIL 78.068 4,88 42.055 2,60
NORTE 16.588 13,98 9398 7,92
RO 1.540 12,07 1.118 8,76
AC 549 10,68 344 6,69
AM 3220 12,77 1.339 5,31
RR 400 15,34 281 10,78
PA 8.854 15,35 4,934 8,55
AP 394 9,36 176 4,18
TO 1.631 14,72 1.206 10,89
NORDESTE 24.636 5,58 14.015 3,06
MA 8640 16,13 4.254 7,94
PI 2.047 7,54 1.373 5,06
CE 3.370 4,81 2.576 3,67
RN 432 1,65 206 0,78
PB 941 2,81 486 1,45
PE 6.621 8,80 2.762 3,67
AL 308 1,15 195 0,73
SE 733 4,42 349 2,07
BA 2.277 1,77 1.814 1,41
SUDESTE 19.970 2,90 9.492 1,38
MG 6.480 3,79 2.845 1,66
ES 1.865 6,44 1.189 4,11
RJ 6.015 4,40 3.278 2,40
SP 5.610 1,59 2.180 0,62
SUL 5.401 2,24 1.847 0,76
PR 4.484 4,84 1.482 1,60
452 0,90 191 0.38 1

RS 465 0,47 174 0,18
CENTRO-OESTE 11.473 10,43 7.303 6,64
MT 3.801 16,30 2.754 11,81
MS 1.278 6,40 647 3,24
GO 6.017 12,68 3.592 7,57
DF 377 1,96 310 1,61

FONTE; CNDS/CENEPI/FNS/MS; SES
Obs.; (*) Dados sujeitos a reviséo

NOTAS: () PARAMETROS PARA AVALIAGAO DOS COEFICIENTES DE PREVALENCIA: HIPERENDEMICO 15 CASOS/
10.000 INH; MUITO ALTO 10-15 CASOS / 10.000 INH; ALTO - 5- 10 CASOS/ 10.000 INH; MEDIO 1- 5 CASOS /10.000 INH:
BAIXO - < | CASOS / 10.000 INH. (b) PARAMETROS PARA AVALIAGAO DOS COEFICIENTES DE DETECGAO
HIPERENDEMICO 4 CASOS/ 10.000 HAB: MUITO ALTO 2 -4 CASOS / 10.000 HAB; ALTO -1 -2 CASOS/ 10.000 INH
MEDIO-DE 0,2-1 CASOS/10.000 INH; BAIXO-< 0,2 CASOS /10.000 INH


















ANEXO 7- QUESTIONARIO

1-Nome:

2-Endereco:

4-Sexo: 1-Masculino 2- Feminino

5-ldade:

6-Classificacdo Clinica:

7-Classificacdo Histopatoldgica:

7-indice Baciloscépico:

8- Leitura do teste de Mitsuda na época do diagnostico:
9- Uso de medicag¢des imunossupressoras:

10- Presenga de formas reacionais: 1- Reac¢do Reversa:

2- Eritema nodoso:

12-Histdria prévia de tratamento para sifilis:

13-Presenca de testes treponémicos e/ou ndo treponémicos prévios (analise de prontuario):






Procedimento de Dosagem
Procedimento de cobertura daplaca
1- Para o teste, adicionar 50jal de ND-O-BSA (PGL-1 ) por poco diluido em tampéo
de cobertura 1:500, nas linhas A,B,E e F, mas ndo nos pocos de Al a HI (pocgos para
0 branco).
OBS.: Diluicdo para uma placa - 5pl de ND-O-BSA para 2,5ml de tampéo de
cobertura.
2- Adicionar 50|j,1 de BSA por poco, diluido em tampdo de cobertura 1:500 nas linhas
C,D,G e H, mas ndo nos pocos Al aHI .
OBS: Diluicdo parauma placa - 5"il de BSA para 2,5ml de tampé&o de cobertura.

3- Incubar a(s) placa(s) a 37° C em banho-maria por toda noite {overnight).

Procedimento de doseamento

4- Lavar a(s) placa(s) por 4 vezes com PBST e, apdés, “bater” bem a(s) mesma(s) para
retirar bem o liquido.

5- Adicionar 1004,1 por pogo de solucdo bloqueadora (PBS a 1% de BSA) em toda a
placa com excecdo da linha 1 que é utilizada como branco. Volume total da placa:
9,6 ml.

6- Incubar a 37° C por 1hora.

7- Retirar a solugdo bloqueadora batendo, virando a placa e colocando a mesma
emborcada em papel absorvente até seu uso.

8- Adicionar 50)al de soro em andlise diluido (1:300) em PBST a 10 % de NGS. EX:
S em |,5ml.

OBS: Ter sempre em cada placa soro padrdo (standard), soros controle positivo e

negativo.

A diluicdo, tanto do soro padrdo como dos soros positivo e negativo, é idéntica ao soro

em anélise (1:300).

9- Distribuir as amostras nos pocos conforme diagrama de teste.

10- Incubar a 37° C por 1 hora.

11-Lavar a(s) placa(s) por 4 vezes com PBST e apds a lavagem, “bater” bem a(s)

mesma(s) para retirar o liquido.



12- Adicionar 50_il de conjugado anti IgM humana ligado a peroxidase diluido (1:2000)
em PBST a 10% de NGS. Adicionar em toda a placa exceto na linha 1 (branco).

Diluicdo do conjugado para uma placa; 2,5\0 de anti IgM humana +

SmldePBST 10%NSG.

13- Incubar a 37° C por 1hora.

14-Lavar a(s) placa(s) por 4 vezes com PBST e, ap6s a lavagem, “bater” bem a(s)
mesma(s) para retirar o liquido.

15-Adicionar 50jal do substrato TMB Sigma (3,3’, 5°5 - Tetramethylbenzidine) - T
8665.

16- Incubar em temperatura ambiente e no escuro por aproximadamente 30°.

17-Parar a reacdo quando ao adicionar 50|il da solu¢do de acido sulfurico 2,5N de
H2S04 no soro padrdo, apresentar absorbancia de 0,600, em 450nm.

Célculos

a) Somar os valores de cada amostra das linhas A e B, dividir por 2 e anotar o resultado.

b) Somar os valores de cada amostra das linhas C e D, dividir por 2 e anotar o
resultado.

c) Somar os valores de cada amostra das linhas E e F, dividir por 2 e anotar o resultado.

d) Somar os valores de cada amostra das linhas G e H, dividir por 2 e anotar o
resultado.

e) O resultado final é obtido diminuindo a média do valor encontrado para BSA da
média do valor encontrado para o antigeno. Isto significa que as liga¢bes ndo

especificas sdo descontadas.



ANEXO 9 - TESTE RAPIDO DE FITA (ML DIPSTICK) PARA DETECCAO DE AC
SERICO IGM ANTI PGL-1 EM SERES HUMANOS

(APENAS PARA USO EM PESQUISA)

Instrucdes de uso

1-REAGENTES.

I. Fluido de reconstituicdo (Frasco A).

Il. Reagente detector liofilizado (Frasco B).

I1l. Fluido para o Dipstick (Frasco C).

IV. Dipstick contendo, em uma fita branca, uma banda de Ag PGL-1 (banda inferior) e
uma banda de controle intemo (banda superior).

Aviso: o fluido de reconstituicdo e o fluido para o Dipstick contém Azoteto de Sddio.

Cuidado para ndo ingerir e evite contato com a pele.

2- ACONDICIONAMENTO

Cada tubo contém 20 dipstick e suficientes reagentes para analisar 20 soros.

3- ARMAZENAMENTO

Dipsticks e reagentes devem ser guardados a + 4°C até 37°C, em lugar seco e
protegidos de exposicdo direta da luz solar. Armazenamento entre + 4°C até 25°C é
recomendado para o reagente detector apds ser reconstituido. Quando armazenado a esta

temperatura o reagente reconstituido mantém sua capacidade reativa por um més.

4- PROCEDIMENTO PADRAO DO TESTE

1- Abra os Frascos A e B. Adicione 5ml do fluido de reconstitui¢cdo (Frasco A) no reagente
detector liofilizado (Frasco B). Feche o Frasco B e misture com movimentos rotativos até
dissolver completamente (aproximadamente 5 a 10 min).

NOTA: talvez forme imi leve precipitado no fundo do Frasco B com o armazenamento.
Antes de usar, misture o conteddo do frasco muito bem com movimentos rotativos até que
todo material tenha sido dissolvido.

2- Transferir 200|j.I do reagente detector reconstituido em tubo de teste marcado.

3- Adicione 471 de soro no tubo de reacdo contendo o reagente detector e misture.



4 - Segure um dipstick pela parte mais fina e remova-o do tubo.

NOTAS: a. Ndo toque ou dobre a fita do teste, ou seja, a parte mais espessa com a
nitrocelulose.

b.Contaminacdo da fita de nitrocelulose com vestigio de sangue pode produzir resultado
falso positivo. Contaminagdo pode ocorrer no manuseio de liquidos contendo soro diluido
e/ou ao abrir os tubos de Ependorfcom o soro.

5- Abra o Frasco C. Previamente umedeca a fita do teste emergindo o final branco do
dipstick por alguns segundos no fluido do dipstick (Frasco C). Remova o excesso do
liquido esfregando o dipstick contra o gargalo do Frasco C e transfira o dipstick pré-
umedecido para o tubo de teste contendo a mistura do reagente detector reconstituido e o
soro.

NOTA: colocando o disptick seco na mistura do reagente detector reconstituido com soro,
sem molhar previamente a fita branca do teste, resultaria em elevada coloragdo de fiindo.
6-Incubar a fita pré-umedecida do dipstick na mistura do reagente detector e soro em
temperatura ambiente por 3 horas. Certifique-se de que a fita esteja completamente
submersa.

NOTA: o procedimento acima foi desenhado e otimizado para ser realizado entre 18°C e
25°C.

7- Feche o tubo contendo os dipsticks; feche os Frascos B e C e armazene a + 4°C a 25°C
para uso futuro (reinicie no item 2).

8- Remova o dipstick da mistura do reagente detector com o soro e lave-o brevemente em
agua de torneira corrente.

9- Coloque a fita do teste sobre uma toalha de papel e deixe secar ao ar.

10- Interprete o resultado quando a fita de teste estiver completamente seca, para assegurar

uma leitura ideal.






ANEXO 10 - METODO QUANTITATIVO DO TESTE DO VDRL (VENERAL
DISEASE RESEARCH LABORATORY)

Material:

1

agitador mecanico, ajustavel até 180 r.p.m., circunscrevendo um circulo de

aproximadamente 3/4 de polegada, num plano horizontal;

2. placa de Kline, com 12 escavagGes, cada uma com aproximadamente 14 mm de
didmetro;

3. agulhas hipodérmicas de 18-, 19- e 23-gauge;

4. frasco de fimdo chato, com tampa, de 30 ml;

5. Ag de VDRL (BioVDRL®, Biolab-Mérieux): Solucdo alcodlica contendo 0,03% de
cardiolipina, 0,95 de colesterol e 0,21% de lecitina purificada, para a atividade padréo).
Todo Ag deve estar previamente padronizado sorolicamente, por comparagdo com um
Ag de reatividade conhecida. O Ag é entdo estocado no escuro, a T de 6 - 10 °C, em
frasco hermeticamente fechado);

Método:

a) preparo da suspensdo de Ag: Pipetar 0,4 ml de salina tamponada e colocar no fiindo do
frasco de 30 ml;

b) adicionar 0,5 ml do Ag diretamente na salina, gota a gota, e sob agitacdo circular, por
cerca de 6 segundos. Continuar a rotacdo por mais 10 segundos e adicionar 4,1 ml de
salina tamponada. Fechar o frasco e agitd-lo, do fundo para o topo, 3 vezes por
segundo. Este Ag esta pronto para uso, por no maximo 24 horas;

c) preparo do soro: ap0s separac¢ao, o soro € inativado a 56 ° C por 30 minutos. Se ndo for
usado dentro de 4 horas ap0s a inativacdo, reaqueca na mesma temperatura por 10
minutos. O soro deve ser testado a temperatura ambiente;

d) diluicdo do soro para teste: o soro é utilizado puro e nas diluicdes seriadas de 1:2; 1:4;
1:8; 1:16; 1:32, 1:64, e assim sucessivamente;

e) procedimento: pipetar 0,05 ml de soro, para cada uma das dilui¢des, e colocar em uma

das escavacgOes da Placa de Kline. A seguir, colocar uma gota da suspensdo do Ag,
utilizando uma agulha de 18-gauge, em cada uma das escavagdes. Em 3 das escavacgoes
colocar, respectivamente, 0,05 ml de um soro controle negativo, 0,05 de um soro

fracamente positivo e 0,05 de um soro fortemente positivo;



9)
h)

colocar a Placa no agitador mecénico, por aproximadamente 4 minutos, nas condi¢des
ideais de rotacéo;

ler imediatamente, sob microscopia Optica, em aumento de 100 X;

interpretacdo: 1) sem floculagdo: N&o Reativo; 2) floculagdo de grumos pequenos:
Fracamente Reativo; 3) floculacdo de grumos médios ou grandes: Reativo. A maior
diluicdo em que o soro ainda é reativo é denominada Titulo;

cuidados: sempre testar as varias diluicbes do soro, para evitar o fendbmeno de Pro-

Zona.



ANEXO 11 - TESTE IMUNOLOGICO PARA PESQUISA DE ANTIGENOS
TREPONEMICOS POR IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA  (FTA-ABS,
IMUNOPALLIDUM® - BIOLAB-MERIEUX)
Material;

microscopio de fluorescéncia, com epi-iluminagdo, marca Nikon;

solucéo de azul de Evans a 10 mg/lOOml (solugédo estoque, em PBS, pH 7,2);

glicerina tamponada;

1

2.

3.

4. micropipetas de 10, 20 e 25 jil;

5. laminulas de 24 x 60 mm.

6. kit Imunopallidum.

Método;

a) coletar o sangue por Vacuntainer sem anticoagulante. Separar o soro e inativa-lo a 56°
C, por 30 minutos;

b) reidratar, com 1 ml de agua destilada, a suspensdo liofilizada de T. pallidum, cepa de
Nichols, cultivada "in vivo" em testiculos de coelhos (Imunopallidum®);

c) distribuir a suspensdo em lamina, 5 a 10 p.Y/ circulo, mantendo-a sob agitacdo lenta,
para distribuicdo uniforme dos treponemas, na area delimitada da lamina. Secar a 37° C,
em estufa bacteriolégica, por 40 minutos. Armazenar as laminas a - 75 ° C,
devidamente identificadas;

d) reidratar, com 5 ml de agua destilada, o Sorbent (Imunopallidum®), distribuir em
aliquotas de 100 )jl e congelara- 20 °C;

e) diluir, no momento de uso, o Fluoline (Imunopallidum®), desprezando 0 excesso.
Verificar o titulo do lote em questdo;

f) diluir o azul de Evans a 1/10, em PBS pH 7,2;

g) misturar 9 partes de glicerina com 1 parte de tamp&o carbonato-bicarbonato de sodio a
0,5 M, pH 8,5;

h) absorver as amostras a serem dosadas a 1/5 no Sorbent Imunopallidum®;

i) transferir 20 |il de cada amostra para cada uma das areas delimitadas da lamina. Incluir
2 soros controles (Reagente e Ndo Reagente, padronizados), além de controle do
conjugado (20 |xI de PBS) e do Sorbent (20 ~1 de Sorbent);

j) incubar em camara Umida a 37 °C por 30 minutos;



k) lavar por imersdo duas vezes, em PBS, por 5 minutos de cada vez. Retirar o excesso de
sais por lavagem rapida em &gua destilada;

1) secar a lamina entre duas folhas de papel de filtro, com suavidade;

m) transferir para cada uma das areas delimitadas 20 Y¥lde Fluoline, diluido de acordo com
0 titulo encontrado. Repetir as passagens anteriores de lavagens;

n) adicionar a glicerina tamponada, colocar a laminula e retirar o excesso de glicerina por
compressao leve, utilizando papel de filtro, evitando a formagédo de bolhas;

0) efetuar a leitura sob microscopia de fluorescéncia no maximo dentro de 24 horas.

Leitura:

1) verificar a fluorescéncia dos controles (conjugado, Sorbent; soros negativo e positivo);

2) reagente: treponemas apresentando fluorescéncia verde brilhante, mais ou menos

intensa. Ndo Reagente: auséncia de fluorescéncia ou fraca coloracdo esverdeada dos

treponemas (verde fosco).



ANEXO 12 - ELETROFORESE DE PROTEINAS

1- MATERIAL E REAGENTES
1-L.  solucédo de metanol a 40%;
1-2.  fonte de energia.
Transforma a corrente alternada da rede elétrica em rede continua e regula

amperagem e voltagem que devem ser aplicadas na cuba eletroforética. Muitas cubas ja

possuem a fonte de energia acoplada.

1-3.  tampdo barbital 0,05M - pH 8,6.

Fator determinante na mobilidade eletroférica € a forca idnica da solugdo tampéo,
ou seja, a absorcdo especifica dos ions de carga contraria ou ainda como eles estdo
arranjados ao redor dos sitios carregados da molécula protéica. A forga idnica tem,
portanto, relacdo direta com a concentracdo de ions do sistema tampdo. A forca idnica
normalmente utilizada esta entre 0,025 e 0,100.

1-4.  cuba eletroforética.
Existem inumeros tipos, normalmente feitas de plastico ou acrilico. Possuem uma
separacdo ao meio tendo de cada lado um eletrodo.
1-5.  ponte eletroférica.
E o suporte de plastico ou acrilico para a fita.
1-6.  suporte: acetato de celulose Umidas;
1-7.  aplicadores: proprios (micro aplicadores);
1-8.  soro;

1-9. corante;

Ponceau S- 0,59

Acido tricloroacético5% 100mI

1-10. descorante;
Acido acético5%
1-11. desidratante;

Metanol p. a.



1-12. solugdo transparentizadora ou diafanizadora;

Metanol p.a. 21,75ml
Acido acético p.a.--- -- -- -- e 3,00ml
Glicerol------- - - - - - - 0,25ml

1-13. densitdnitro: marca Celm DS125;

2- PROCEDIMENTO PRATICO

2.1. Preparacdo da cuba:

colocar a solucdo tampdo na cuba, numa quantidade que toque as pontas das
fitas, tomando o cuidado de equalizar os dois compartimentos;
iniciar a eletroforese apenas quando o tampdo atingir a temperatura

ambiente.

2-2. Preparacdo das fitas:

as fitas vém submersas em uma solucdo de metanol a 40%, e depois de
aberto o cartucho estas deverdo ser transferidas para um recipiente, contendo
esta mesma solucdo e armazenadas em geladeira;

retirar da solugcdo o numero de fitas necessarias para 0 numero de amostras
(considerando-se que até 3 amostras poderdo ser aplicadas por fita) e
remover o excesso de metanol entre duas folhas de papel de filtro;

mergulhar as fitas na solugdo tampdo no minimo 10 minutos e no maximo
24 horas, e remover 0 excesso de tampdo entre duas folhas de papel de
filtro;

marcar 0os nimeros das amostras na fita com caneta esferografica.

2-3. Realizacéo da corrida:

colocar as fitas esticadas e retas no suporte, de tal modo que cada
extremidade toque o tampdo, observando que o lado picotado fique a direita
do operador;

aplicar com cuidado a amostra, utilizando o aplicador de amostra. Fazer a

aplicagdo a aproximadamente 1,0 cm do suporte;



aguardar o tempo necessario para absorgdo da amostra;

- colocar a ponte eletroforética na cuba, observando que o lado picotado fique
imerso no polo negativo (catodo);

- tampar a cuba e ligar a fonte;
estabelecer o tempo da corrida eletroforética (40 minutos);

desligar a fonte e retirar cuidadosamente as fitas.

2-4. Visualizacdo do fracionamento de proteinas:
- deixar as fitas mergulhadas na solugdo corante por 10 minutos:
- decorridos os 10 minutos, passe as fitas por banhos de descorante (5 minutos

cada) até que o excesso de corante seja retirado.

2-5. Transparentizacdo da fita:

- embeber as fitas descoradas em metanol p. a., por 1a 2 minutos;

- tranferir as fitas para a solugdo transparentizadora (que devera ser preparada na
hora) por 1a 2 minutos;

- esticar as fitas sobre uma placa de vidro 20x20cm (temperatura de
aproximadamente 37 ° C), evitando a formacédo de bolhas. Levar esta placa a uma estufa,
regulada previamente para uma temperatura de 4550 ° C, por aproximadamente 5 minutos
(até a transparentizacao ideal);

- inverter esta placa, ainda quente com as fitas, em cima de uma folha de papel de filtro ate

esfriar a temperatura ambiente.

2-6. Eletroforese quantitativa: densitometria:

A densitometria consiste de leitura automética da densidade de cor da fragdo corada
quando esta é colocada frente a um feixe de luz. Parte deste feixe é transmitida e parte é
absorvida. A luz transmitida é captada por \mia fotocélula. O equipamento, em seguida, faz
uma integragdo matematica da &rea equivalente aquela fracdo, emitindo um grafico e os
resultados percentuais correspondentes. O aparelho permite a obtencdo do resultado em
g/dl, para tanto é necessario gquantificar proteinas totais de todas as amostras pelo método
do biureto (Labtest Diagndstica S.A).



ANEXO 13- NEOPTERINA

Material incluido no Kit:

Proc

1-

Solucdo tampao fosfato (PBSA), pronto para uso (18 ml/I OOml).

Doze Placas cobertas com anti soro de coelho

Conjugado de Peroxidase com Neopterina diluido com BSA, 1:201 (Iml).
Antisoro anti neopterina de coelho, em BSA com estabilizadores (8 ml).

Soros padrdes A-F, com Neopterina em BSA e estabilizadores (0,5ml/cada)

Concentracg0es:
Padrao B C D
nmol/1 1,35 4,0 12,0 37,00 11

Soros controles 1e 2 com 0,5ml cada, pronto para uso.

Solugdo de PBS com Tween (PBST) e estabilizadores, diluido com agua destilada,
1:20 (50ml/I OOm)

Solugdo com tetrametilbenzidina (TMB) diluido no tampéo substrato (1:31).
Tampdo substrato com hydroxigenperoxidades em tampdo de citrato. Manter
protegido da luz ( 30ml / 2x90 ml)

Solucdo com &cido sulfurico, pronto para uso (15ml/75ml).

edimento de doseamento:

Pipetar 10|xI de cada soro padrédo, controles e das amostras nos po¢os correspondentes
na placa.

Adicionar 100[xI do conjugado enzimatico e ap6s 501 de antisoro anti neopterina em
cada poco.

Cobrir a placa com adesivo e deixar 90 min em temperatura ambiente e no escuro,
agitando delicadamente.

Remover a solucdo de todos os pogos invertendo a placa e batendo bem, 2 ou 3 vezes.
Lavar as placas trés vezes com PBSAT. Remover a solugdo por aspiracdo e apos virar
a placa, batendo sobre um papel absorvente, para retirar o excesso.

Adicionar 200[il do substrato (TMB) em cada poc¢o.

Incubar em temperatura ambiente por 10 minutos.



Parar a reacdo adicionando lOOfil da solucdo de acido sulfurico (H2S04). A coloracao
dos po¢os mudard de azul para amarelo.

Agitar gentilmente a placa.

Leitura da densidade oOptica (D.O) com filtro de 450nm.

Caélculo dos resultados é realizado utilizando grafico semilogaritimo, estando as D.O

na abscissa e as concentracdes de neopterina (nmol/1) na ordenada.



ANEXO 14 - PROTEINA C REATIVA

Material:
-Nefelémetro da Behring

-Kit "N Latex CRP mono"
-Soros a serem testados
Principio do Método:

Particulas de polistireno cobertas com anticorpos monoclonais anti-CRP aglutinam
quando colocadas na presenga de uma amostra sérica contendo a CRP. A intensidade da
luz dispersa no nefeldometro depende da quantidade de CRP na amostra, e portanto a CRP
pode ser determinada a partir da leitura de padrdes com concentracbes de CRP pré
estabelecidas pelo fabricante, e padronizadas de acordo com as normas internacionais de
controle de qualidade.

Procedimento:

Todas as etapas necessarias para preparacdo da mistura, diluicdes, e da execugdo
das amostras e dos padrdes do teste sdo executadas automaticamente pelo aparelho. As
amostras sdo diluidas automaticamente a 1:400. Amostras com leituras muito altas, ou
muito baixas, que estejam respectivamente, acima ou abaixo da curva de calibragdo, podem
ser reprogramadas em novas dilui¢Ges, cujos resultados figuem dentro desta mesma curva.
A acuracia e precisao do método sdo testadas através de controles especificos. O intervalo

de confianca é dado pelo valor assinalado + 15%.

Intervalo de Referéncia:

O limite superior adotado para CRP no soro de um individuo saudavel, adulto, é de

5 mg/l.






