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RESUMO

Esse estudo investiga a infeccdo subclinica de Mycobacterium leprae em pacientes
infectados e néo infectados pelo HIV, através da dosagem de anticorpos anti-PGL-I,
e avalia se existe uma possivel correlacdo dos resultados sorolégicos encontrados
com o estado de imunossupressao dos pacientes infectados pelo HIV. Foi realizado
um estudo transversal analitico em 350 pacientes infectados pelo HIV e em 350
pacientes ndo infectados pelo HIV para deteccédo de anticorpos IgM anti-PGL-I em
regido endémica para hanseniase. Avaliou-se uma possivel correlacdo do estado de
imunossupressao dos pacientes infectados pelo HIV (contagem de linfécitos CD4+,
carga viral e uso ou nao de terapia antirretroviral) com a soropositividade para PGL-
I. Dentre os pacientes infectados pelo HIV, 6% (21/350) apresentaram sorologia
positiva para PGL-l e dos individuos nédo infectados pelo HIV, 29,1% (102/350)
tinham PGL-I positivo. O grupo controle apresentou cerca de cinco vezes mais
individuos com anticorpos anti-PGL-I do que o grupo infectado pelo HIV. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na correlacdo do estado de imunossupressao
do paciente com o resultado da sorologia anti-PGL-I. Houve uma menor producéo de
anticorpos anti-PGL-l1 em individuos infectados pelo HIV, o que pode indicar uma
baixa taxa de infecgdo subclinica por M. leprae, ou uma baixa produtividade
especifica desses anticorpos, ou ambas as hipoteses. A desregulacao de linfécitos B
em individuos infectados pelo HIV pode ser a causa da baixa producdo de
anticorpos anti-PGL-l. Nao houve correlagcdo do estado de imunossupressdo do

paciente com o resultado da sorologia anti-PGL-I.

Palavras-chave: hanseniase — HIV — coinfecc¢éo - infeccao subclinica — anti-PGL-I -

Mycobacterium leprae



ABSTRACT

The present study investigated subclinical Mycobacterium leprae infection in human
immunodeficiency virus (HIV) infected or uninfected individuals by measuring
antibodies against M. leprae phenolic glycolipid | (PGL-I). It also sought to establish
whether the serology results correlated with the HIV-infected participants’ state of
immunosuppression. This was a cross-sectional study that analysed the anti-PGL-I
immunoglobulin M antibody levels in 350 HIV-infected and 350 non-HIV-infected
individuals residing in an area endemic for the two investigated conditions. The
possible correlation between the state of immunosuppression of the HIV-infected
participants (CD4+ cell count, viral load and the use or not of antiretroviral therapy)
and anti-PGL-I seropositivity was assessed. Approximately 6% (21/350) of the HIV-
infected and 29.1% (102/350) of the non-HIV-infected participants were anti-PGL-I
antibody seropositive. The number of anti-PGL-I antibody seropositive individuals
was approximately five-fold higher in the non-HIV-infected group, compared with the
HIV-infected group. There was no significant correlation between the state of
immunosuppression of the HIV-infected participants and the anti-PGL-I serology
results. The HIV-infected individuals exhibited less anti-PGL-I antibody production
relative to the control group, which may indicate a lower rate of subclinical M. leprae
infection and/or lower specific production of this antibody. B cell dysregulation might
cause the low anti-PGL-lI antibody production in HIV-infected individuals. The
patients’ state of immunosuppression did not correlate with the anti-PGL-I serology

results.

Keywords: Leprosy — HIV — coinfection—subclinical infection — anti-PGL-I -

Mycobacterium leprae
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1 INTRODUCAO

As infeccOes causadas por micobactérias apresentaram um aumento desde o inicio
da epidemia do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). Essa constatacéo,
conjugada a circunstancia de os linfécitos T CD4+ serem o principal alvo do virus
HIV, conduziram a expectativa de que pacientes coinfectados por HIV e
Mycobacterium leprae (M. leprae) apresentassem a forma virchowiana da
hanseniase, ou que passassem rapidamente da forma tuberculoide para a
virchowiana, com a evolucao da infeccéo pelo HIV (SAMPAIO et al., 1995; NAAFS,
2000; USTIANOWSKI et al., 2006). Entretanto, essa tendéncia ndo foi observada na
maioria dos estudos que investigaram a coinfeccdo HIV-hanseniase, mesmo
naqueles realizados em areas endémicas para ambas as infec¢cdes (PONNIGHAUS
et al.,, 1991; SEKAR et al., 1994; ANDRADE et al., 1997; LIENHARDT et al., 1996;
MACHADO et al., 1998; NAAFS, 2004; USTIANOWSKI et al., 2006; DEPS et al.,

2008).

A transmissao da hanseniase é um tema ainda polémico e pouco esclarecido dentro
da sua histéria natural. De todo modo, é consenso que 0 maior risco de contagio é a
convivéncia domiciliar com o doente bacilifero ndo tratado (MINISTERIO DA
SAUDE, 2002). Dai a importancia de se identificar precocemente individuos

infectados pelo M. leprae.

Em 1980, Brennan e Barrow identificaram o PGL-I (glicolipideo fendlico I), que € um
glicolipideo muito abundante encontrado unicamente no M. leprae, € no ano
seguinte esclareceram sua estrutura, sugerindo que a sintese quimica da ultima
parte di e trissacarideo providenciaria um epitopo antigénico que seria especifico

suficientemente para ser aplicado na sorologia para hanseniase (BUHRER-
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SEKULA, 2000). Desde entfo buscam-se testes que sejam capazes de diagnosticar
a infeccdo por M. leprae e que possam ser usados em areas endémicas para

identificar grupos de risco para monitoramento e medidas preventivas ou profilaticas.

A deteccéo de anticorpos anti-PGL-I € util para identificar uma infeccdo presente ou
passada pelo M. leprae (MOURA et al., 2008), um risco maior de desenvolver a
hanseniase e também a disseminacdo do bacilo em areas endémicas (BUHRER-
SEKULA et al., 2003; DOUGLAS et al., 2004; GOULART; GOULART, 2008; MOURA
et al., 2008), estando também essa positividade sorolégica ao PGL-I relacionada a
carga bacilar do individuo (BUHRER-SEKULA et al., 2000). Uma avalia¢do do titulo
de anticorpos anti-PGL-l entre os contatos de pacientes diagnosticados com
hanseniase permite identificar os individuos positivos que possam ter um maior risco
de desenvolver a doenca, o que possibilita um melhor acompanhamento e reducéo

do nivel de transmissdo (SPENCER; BRENNAN, 2011).

Devido ao fato da infeccdo pelo HIV afetar diretamente os linfocitos T que
expressam receptores CD4+ e sua progressdo resultar em deplegcdo progressiva
dessas células imunes, ocorre uma diminuicdo na habilidade do organismo para
combater doencas oportunistas, entre elas a tuberculose (GODFREY-FAUSSETT et
al., 2002; WILLIAMS; DYE, 2003; REID et al., 2006). Estudos demonstram que entre
0S pacientes soropositivos para HIV e portadores de infeccdo latente por
Mycobacterium tuberculosis o risco de adoecimento aumenta 20 vezes em relagéao
aos soronegativos para HIV (SELWYN et al., 1989; ANTONUCCI et al., 1995). Um
maior risco de adoecimento ou a manifestacdo das formas mais graves da
hanseniase seria esperado considerando-se as semelhancas biolégicas entre esses
microorganismos. Essa hipotese aparentemente foi comprovada em modelo animal,

através de estudos feitos com macacos rhesus infectados simultaneamente pelo M.
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leprae e pelo SIV (virus da imunodeficiéncia dos simios), que desenvolveram a
forma virchowiana da doenca (GORMUS et al.,, 1989; GORMUS et al., 1994,
GORMUS et al.,1998; BASKIN et al., 1990). Por outro lado, ndo se observou um
maior risco de adoecimento ou de manifestacdo das formas mais graves da doenca
em estudos realizados em seres humanos infectados pelo HIV (POENNIGHAUS et
al.,, 1991; SEKAR et al., 1994; ANDRADE et al., 1997; LIENHARDT et al., 1996;
MACHADO et al., 1998; NAAFS, 2000; USTIANOWSKI et al., 2006; DEPS et al.,

2008).

Para se avaliar a infec¢do pelo M. leprae, ao contrério da tuberculose latente, em
que se dispde de teste tuberculinico cutaneo e Quantiferon TB GOLD (DOCKRELL
et al., 2011), a uUnica ferramenta imunologica efetiva € o teste sorologico para
deteccado de anticorpos anti-PGL-1 (CHO et al., 2001; OSKEM et al., 2003; MARTINS
et al., 2010; DUTHIE et al., 2011; LOBATO et al., 2011). Uma avaliacdo da sorologia
PGL-l entre contatos de pacientes diagnosticados com hanseniase permite a
identificacdo de individuos positivos que podem ter um maior risco de desenvolver a
doenca, permitindo uma melhor monitorizacéo, reducdo da transmissdo e também
pode ser um indicador da magnitude da doenca em uma area selecionada
(BUHRER-SEKULA, 2008; BAGSHAWE et al., 1990; BAUMGART et al.,, 1993;
PONNIGHAUS et al.,, 1994; MOET et al., 2006; SINAN, 2007; SPENCER;

BRENNAN, 2011; BARRETO et al., 2012).

Muito embora muitos estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti-PGL-I tenham
sido realizados em paises endémicos e ndo endémicos (FINE et al., 1988; CARTEL
et al., 1990; GROENEN et al., 1990; DOUGLAS et al., 1992; CELLONA et al., 1993;
VAN BEERS et al., 1994; GONZALEZ-ABREU et al., 1996; VAN BEERS et al., 1999;

BRASIL et al., 1998; BAKKER et al., 2004; BAKKER et al., 2006; BUHRER-SEKULA
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et al., 2008; SILVA et al.,, 2008; FROTA et al.,, 2010; BARRETO et al.,, 2011,
BARRETO et al., 2012; STEFANI et al., 2012; HUNGRIA et al., 2012), esse tipo de
analise nao foi feita em individuos infectados pelo HIV, ou seja, nesses pacientes a
coinfeccao HIV-hanseniase nunca foi devidamente estimada. Os estudos publicados
apenas verificaram a soroprevaléncia do HIV entre hansenianos, sendo que alguns
deles fizeram a comparacdo da soroprevaléncia do HIV em um grupo com
hanseniase (grupo caso) e um grupo sem hanseniase (grupo controle)
(USTIANOWSKI et al., 2006). Esses estudos mostraram uma grande variagcdo na
taxa de infeccdo por HIV entre os pacientes com hanseniase (0,3-33%) e a maioria
nao encontrou uma diferenca estatisticamente significativa na soroprevaléncia do
HIV entre os grupos com hanseniase e a populacédo da area estudada (Tabela 1)
(LEONARD et al., 1990; TEKLE-HAIMANOT et al., 1991; FROMMEL et al., 1994;
SEKAR et al., 1994; KAWUMA et al., 1994; LINHEARDT et al., 1996; ANDRADE et
al., 1997; MACHADO et al., 1998; GEBRE et al.,, 2000; HUSSAIN et al., 2000;
MOSES et al., 2003; HUSSAIN et al.,, 2005; DEPS et al.,, 2008). Contudo, os
resultados desses trabalhos devem ser analisados com cautela, por apresentarem
diferentes desenhos de estudo e critérios de inclusdo distintos, e também por
empregarem metodologias que nao foram suficientemente detalhadas nas

respectivas publicacdes.

Uma alternativa oposta a esse caminho foi o estudo realizado por Gonzalez-Abreu et
al. em Cuba, em 1993, que verificou a soroprevaléncia de M. leprae em individuos
infectados pelo HIV. Esse trabalho demonstrou uma maior porcentagem de
soropositividade anti-PGL-I em individuos HIV-positivos quando comparada ao

grupo nao infectado pelo HIV.
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Em 2003, o Dr. Ben Naafs liderou um estudo com o mesmo propésito, na Tanzania,
cujos resultados, entretanto, ndo foram publicados. Esse trabalho foi mencionado
em outro estudo publicado por Naafs em 2004 (NAAFS, 2004). Em razéo disso,
mantivemos comunicacdo pessoal com Naafs, que nos forneceu o resumo do
trabalho. Pelo que pudemos apurar, os pesquisadores realizaram o teste ELISA para
detectar a producédo de anticorpos anti-PGL-I, como forma de avaliar a ocorréncia de
infec¢@o subclinica pelo M. leprae em um grupo de pacientes com AIDS e em outro
grupo de individuos nao infectados pelo HIV. Diferentemente dos resultados obtidos
por Gonzales-Abreu et al., Naafs e seus colaboradores encontraram uma taxa de
sororreatividade anti-PGL-I muito menor nos pacientes com AIDS do que nos

controles saudaveis.

Diante da divergéncia entre os resultados desses dois estudos, propomo-nos a
investigar se a infec¢do subclinica pelo M. leprae é realmente maior em pacientes
infectados pelo HIV (conforme apuraram Gonzales-Abreu et al.) e se existe uma
possivel associacdo dos resultados sorolégicos encontrados com o estado de
imunossupressao dos pacientes (contagem de linfécitos CD4+, carga viral e uso ou

nao de HAART).

O estudo foi realizado no Estado do Espirito Santo, que é classificado como
endémico para hanseniase e também apresenta incidéncia relevante de infeccao

pelo HIV (SESA/ES, 2012a; SESA/ES, 2012b; MINISTERIO DA SAUDE, 2013b).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HANSENIASE

2.1.1 Agentes etioldgicos e transmissao

A primeira descricdo da presenca de um bacilo em lesdo de doentes com
hanseniase data de 1873, feita por Gerhard Armauer Hansen. Foi a primeira
sugestdo de que uma doenca humana estaria ligada a presenca de um agente
etiologico de natureza infecciosa, determinando o inicio da era do pensamento
cientifico em relacéo a identificacdo de agentes causais, a existéncia de transmissao

e contagio e a prevencao e tratamento das doencas (SKINSNES, 1973).

O M. leprae permaneceu como um enigma devido a impossibilidade de ser cultivado
in vitro. Porém, em 2001 Cole et al. concluiram a sequéncia completa do seu

genoma (GOULART et al., 2002)

O M. leprae é um parasita intracelular de baixa viruléncia e de multiplicacao lenta

(DRAPPER, 1986).

Estima-se que 70% a 90% da populacdo seja resistente ao M. leprae, devido a
imunidade inata, que poderia estar reforcada pela vacinacdo com BCG ou por
reacdo cruzada em pessoas que tém contato com o M. tuberculosis ou outras

micobactérias ndo tuberculosas (TALHARI; NEVES, 1997)
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Em 2008, foi identificada no México uma nova espécie de micobactéria nao
tuberculosa, denominada M. lepromatosis, responsavel pela hanseniase virchowiana
difusa (HAN et al, 2008). Posteriormente, além do isolamento desse
microorganismo no México, o mesmo foi detectado em Cingapura (HAN et al., 2012),
Canada (JESSAMINE et al., 2012), Brasil (HAN et al., 2014) e Birmania (HAN et al.,

2014).

A transmissao da hanseniase € um tema ainda polémico e pouco esclarecido dentro
da sua histéria natural. A maioria dos autores concorda que a principal forma de
contagio da hanseniase é a inter-humana, transmitida pelas vias aéreas superiores,
por disseminacdo de aerosol de secre¢fes nasais (NOORDEEN, 1994). O DNA de
M. leprae também pode ser encontrado em swabs nasais em até 5% de individuos
sadios em areas endémicas (HATTA, 1995; RAMAPRASAD, 1997). Além disso,
evidéncias da existéncia do bacilo na camada cérnea da pele de pacientes
multibacilares ndo tratados fazem aumentar a possibilidade da transmisséo
transepidérmica (RAMAPRASAD et al., 1997; JOB et al, 2008). A fonte mais
importante do M. leprae sdo os pacientes da forma multibacilar, que néo receberam
tratamento com poliquimioterapia (TALHARI; NEVES, 1997). Os pacientes das
formas paucibacilares tém recebido menos atencdo como possiveis fontes de M.
leprae, mas foram apropriadamente considerados em varias publicacdes (CELLONA
et al, 1993; HALDER et al, 2001). E consenso que o maior risco de contagio é a
convivéncia domiciliar, com o doente bacilifero ndo tratado, ou seja, quanto mais
intimo e prolongado o contato maior sera a possibilidade de adquirir a infeccéo

(NOORDEEN, 1993).

Na literatura também séo encontrados relatos de casos de hanseniase por contagio

acidental com agulhas contaminadas (MARCHOUX, 1934; KLINGMULLER, 1938),
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por material utilizado para fazer tatuagem (PORRITT; OLSEN, 1948), contagio apds
mordedura de cao (GUPTA et al., 1984) e apds vacinacdo com BCG (STORNER et
al., 1981). O M. leprae foi encontrado, ainda, na placenta (BRYCESON, 1992) e no
leite materno (PEDLEY, 1967), porém a transmissdo transplacentaria ou por

ingestao de leite materno sdo desconhecidas.

ApOs o contagio inicial, a hanseniase pode se desenvolver dentro de um periodo de
3 meses a 40 anos (REES; MCDOUGALL, 1977). Em média, as lesdes da
hanseniase desenvolvem-se apdés um periodo de incubacdo de 2 a 5 anos,

dependendo da resposta imune do hospedeiro (BRYCESON, 1992).

A maior parte da populacdo onde a hanseniase € endémica é resistente ao M.
leprae, devido a imunidade inata. A vacinagdo com o BCG, recebida no primeiro ano
de vida, oferece uma quantidade variavel de protecédo contra a hanseniase, como
ocorre na tuberculose (FINE; SMITH, 1996). Acredita-se, ainda, que certa protecéo
contra o M. leprae pode advir do estimulo imunolégico ocasionado pelo contato com
M. tuberculosis ou com micobactérias ndo tuberculosas, através de reacdo cruzada

(TALHARI; NEVES, 1997).

2.1.2 Imunologia

A magnitude das respostas imunes celular e humoral é responsavel pela protecédo
do individuo nas infec¢gBes por micobactérias (KAUFMANN, 1993). Os linfocitos Thl
e Th2 CD4+ ditam, através das suas citocinas, a ativacdo dos macréfagos, levando
as diferentes formas clinicas da hanseniase. Portanto, o espectro clinico da

hanseniase esta intimamente ligado a resposta imune. Nos pacientes com a forma
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tuberculdide existe uma forte resposta Thl, com surgimento de lesdes localizadas,
bem delimitadas, com alteracdo das sensibilidades térmica e dolorosa, e com
destruicdo de fibras nervosas em areas especificas, baixa carga bacilar e ativacao

do macrdéfago pelas células Thl.

Na auséncia de uma resposta Thl, o bacilo ndo encontra resisténcia e se dissemina,
levando ao quadro da hanseniase virchowiana. Nesse caso a doenca é
generalizada, com alta carga bacilar (presencas de muitos bacilos no interior dos
macrofagos e escassez de linfocitos na lesdo) e ativacdo dos linfocitos Th2 que
induzem a producédo de altos niveis de anticorpos. Nas formas dimorfas, ocorre um

padrao clinico e imunologico de resposta intermediaria (KAUFMANN, 1993).

2.1.3 Epidemiologia

O Brasil esta entre os paises que nao conseguiram alcancar a meta de eliminacéo
da hanseniase proposta pela Organizacdo Mundial de Saude. Em 2012, o nimero
de casos novos no pais foi de 33.303 e seu coeficiente de prevaléncia foi de 1,51
casos por 10.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2013a). Além disso,
ocupamos o segundo lugar em numero de casos registrados, estando atras apenas

da india (WHO, 2013a).

O Espirito Santo é o estado mais endémico da regido sudeste do Brasil. Em 2012
apresentou coeficiente geral de deteccdo de hanseniase de 21,88 casos por
100.000 habitantes, enquanto o Rio de Janeiro (9,3/100.000), Sao Paulo
(3,89/100.000) e Minas Gerais (7,37/100.000) apresentaram valores bem inferiores

(MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).



30

O coeficiente de prevaléncia no Espirito Santo em 2013 foi de 2,01 casos por 10.000
habitantes, que, segundo parametros do Ministério da Saude, classifica-se como de
meédia endemicidade. Os parametros de endemicidade utilizados para o coeficiente
de prevaléncia séo: < 1, baixo; 1|'5, médio; 5|'10, alto; 10|'20, muito alto; > 20,

hiperendémico (MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

Se considerarmos o coeficiente de deteccdo geral de hanseniase como parametro
de endemicidade, em 2013 o Espirito Santo foi classificado como area de alta
endemicidade (19,43/100.000 habitantes) (SESA/ES, 2013a). Os parametros de
endemicidade utilizados para o coeficiente de deteccdo da hanseniase
recomendados pelo Ministério da Saude sdo: < 0,20, baixo; 0,20+10, médio; 10k20,

alto; 20 k40, muito alto; > 40, hiperendémico (MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

Em 2013, deram entrada no registro ativo da Secretaria de Estado de Saude do
Estado do Espirito Santo 808 casos de hanseniase. Desses, 746 (92,3%) eram
casos novos, 28 (3,5%) recidivas e 34 (4,2%) outros tipos de entrada (SESA/ES,

2013a).

Portanto, o estado do Espirito Santo ainda apresenta coeficientes de deteccdo da
hanseniase considerados de alta endemicidade, com focos de hiperendemicidade,

embora ja apresentando tendéncia de queda (SESA/ES, 2013a).
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2.2 HIVIAIDS

2.2.1 Agente etiologico e transmissao

A AIDS é uma doenca causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
subtipos 1 e 2, sendo que o subtipo 1 é o mais frequente. O HIV € um virus de RNA
gue possui uma enzima, a transcriptase reversa, que permite a sua incorporacao ao
DNA das células do sistema imune, como os linfécitos T (MINISTERIO DA SAUDE,

2010).

A transmissdo do HIV pode ser horizontal, quando é realizada através das relacdes
sexuais, pela inoculacdo de sangue e hemoderivados; ou vertical, quando é

realizada durante a gestacéo ou amamentacédo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.2.2 Imunologia

O principal dano causado pelo HIV é a deterioracdo progressiva do sistema imune
celular, que conduz a imunodepresséo grave e torna o individuo mais susceptivel a

infecgdes oportunistas.

O HIV infecta predominantemente as células T CD4+, e a destruicdo dessas células
pode ocorrer pelo efeito citopético do virus. Além disso, ocorre um aumento da
apoptose dessas células, que, por expressarem antigenos virais no nivel da
membrana, também podem ser destruidas por citotoxicidade mediada pela célula T
CD8+, fenbmeno que também contribui para a reducéo das células T CD4+. Sendo

a célula T CD4+ uma das mais importantes na cooperacdo da resposta imune, a



32

diminuicAo numérica e a alteracdo de sua funcdo levam a uma supressao da
resposta imunologica. Essa supressao esta associada com a diminuicdo de IL-2,

IFN-y e TNF-a (IMAMI et al, 1999; MACHADO et al., 2004).

O resultado disso é que, durante o curso da infeccdo pelo HIV a reatividade
imunologica, que esta relacionada com a resposta imune celular, vai lentamente se
deteriorando. Sendo a célula T CD4+ uma das mais importantes na ativacdo da
resposta imune, a diminuicdo numérica e a alteracdo de sua funcao levam a uma
supressdo da resposta imunolégica. Essa supressdo estd associada

predominantemente com a diminuicéo de IL-2, IFN-y e TNF-a (IMAMI et al, 1999).

O HIV provoca varias alteracdes entre as citocinas produzidas durante a infeccéo
pelo HIV, logo apds a primeira deteccdo sistémica do virus (KEATING et al., 2012).
Nessa complexa rede de citocinas, o equilibrio entre supressores virais, tais como
IFN-a, IFN-B e IL-10, IL-6, IL-15, IL-1B8 e TNF-a podem contribuir para o equilibrio da
replicacdo viral, sendo determinante para o progndéstico de AIDS. Os pacientes
infectados pelo HIV tém maior produgdo de TNF-a em comparagcdo com O0S
soronegativos. O TNF-a é uma potente citocina inflamatdria, assim como as IL-13 e
IL-6, sendo que o TNF-a e a IL-6 tém efeitos sinérgicos (HAN et al., 1996). Portanto,
0 aumento dos niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias e inflamatérias contribui
para a replicacao viral e muitas manifestacdes de imunodeficiéncia (MUNOZ-
FERNANDEZ et al., 1997). Outras citocinas produzidas, como a IL-2, a IL-4 e o IFN-
Yy, podem aumentar a replicacdo viral, devido a sua funcdo ativadora de células

infectadas pelo HIV (MACHADO et al., 2004).
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2.2.3 Epidemiologia

Desde o inicio da epidemia, quase 78 milhdes de pessoas foram infectadas pelo HIV
e quase 39 milhdes morreram em decorréncia do HIV. Atualmente existem 35
milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS e maioria delas vive nos paises da Africa

sub-Saariana, Asia e América do Sul (WHO, 2013b).

Estima-se que aproximadamente 734.000 pessoas vivem com HIV/AIDS no Brasil no
ano de 2014, o que corresponde a uma prevaléncia de 0,4% (MINISTERIO DA

SAUDE, 2014).

A taxa de deteccdo de AIDS no Brasil tem apresentado estabilizacdo nos ultimos
dez anos, com uma média de 20,5 casos por 100 mil habitantes e um total 39.501

casos em 2013 (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Segundo dados publicados pela Secretaria de Saude do Espirito Santo, a taxa de
incidéncia no estado em 2011 foi de 14,5 casos por 100.000 habitantes (SESA/ES,
2013b). Foram notificados no Espirito Santo 8.505 casos de AIDS entre o inicio de
1985 e dezembro de 2011. Em relacdo ao HIV, a estimativa € de que existam 17.000

pessoas infectadas no estado (SESA/ES, 2008).

Assim, apesar de apresentar uma tendéncia a estabilizacdo da incidéncia da
doenca, o Espirito Santo ainda mantém (em dados de 2013) uma incidéncia
relevante de AIDS com taxa de deteccdo de 19,8 casos por 100.000 habitantes

(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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2.3 COINFECCAO HIV-HANSENIASE

O HIV alterou a epidemiologia das doencas micobacterianas (LAGRANGE, 1995;
PORTER, 1996), e tem levado a um aumento da gravidade da infeccdo em
numerosas doencas micobacterianas (KLEIN et al., 1998), como aquelas causadas
pelo complexo do Mycobacterium avium no mundo industrializado (HORSBURGH et

al., 1985), bem como pela tuberculose na Africa abaixo do Sahara (PORTER, 1996).

Devido ao fato dos linfocitos T CD4+ serem o principal alvo do virus HIV, esperava-
se que pacientes coinfectados por HIV e M. leprae apresentassem a forma
virchowiana da hanseniase, ou que passassem rapidamente da forma tuberculdide
para a virchowiana, com a evolucdo da infeccdo pelo HIV. Entretanto, estudos
demonstraram que esses pacientes ndo apresentaram alteragfes em sua evolucao
clinica, nem nas prevaléncias das duas doencas (PONNIGHAUS et al., 1991;
SEKAR et al., 1994; ANDRADE et al., 1997; LIENHARDT et al., 1996; MACHADO et

al., 1998; NAAFS, 2004; USTIANOWSKI et al., 2006; DEPS et al., 2008).

Contudo, apés a introducdo da terapia anti-retroviral (HAART), essa expectativa se
modificou. Varios estudos sobre coinfeccdo descrevem a hanseniase manifestando-
se como sindrome de reconstituicdo imune (LANDAY et al.,, 2002; LAWN et al.,
2003; VISCO-COMANDINI et al., 2004; COUPPIE et al., 2004; TRINDADE et al.,
2005; KHARKAR et al., 2007; MARTINIUK et al., 2007; TRINDADE et al., 2006;
BATISTA et al., 2008; DEPS et al., 2008; MENEZES et al., 2009; TALHARI et al.,
2010; DEPS et al., 2013), com relatos de aumento da prevaléncia de hanseniase
nos pacientes infectados pelo HIV (COUPPIE et al., 2009; VINAY et al., 2009;

TALHARI et al., 2010).
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2.3.1 Epidemiologia da coinfec¢do HIV-hanseniase

Os estudos de coinfeccdo de hanseniase e HIV revelaram, em sua maioria, que nao
houve diferenca estatisticamente significante na prevaléncia de hanseniase entre os

grupos infectados pelo HIV (caso) e nao infectados pelo HIV (controle) (Tabela 1).

Os estudos mostram grande variacdo nos resultados de infeccédo pelo HIV entre os

pacientes com hanseniase (0,12 - 33%); conforme se verifica na tabela abaixo:

Tabela 1 — Estudos de prevaléncia de HIV nos pacientes com hanseniase.

Autor Ano Pais N. de pacientes Prevaléncia de
com hanseniase HIV entre o0s
dentre os HIV + hansenianos

Andrade et al. 1997 Brasil 3/1016 0,3%

Machado; David 1998 13/234 5,3%

Deps et al. 2008 3/162 1,8%

Borgdorff et al. 1993 Tanzania 9/93 9,7%

van Der Broek et 1997 83/697 11,9%

al.

Tekle-Haimanot 1991 Etidpia 8/250 3,2%

Frommel et al. 1994 31/644 4,8%

Gebre et al. 2000 22/581 3,8%

Kawuma et al. 1994 Uganda 23/189 12,2%

Leonard et al. 1990 Congo, Cote 43/1245 3,5%

dlvoire, Senegal e
Iémen

Lienhardt et al. 1996 Mali 11/740 1,5%

Meeram et al. 1989 Zambia 6/18 33,3%

Moses et al. 2003 Nigéria 11/105 10,5%

Ponnighaus etal. 1991 Malawi 2/112 1,8%

Sekar et al. 1994 india 4/1019 0,5%

Hussain et al. 2000 5/4025 0,12%

Hussain et al. 2005 5/2125 0,38%

Orege et al. 1993 Kénia 20/129 15,5%

2.3.2 Manifestagdes clinicas da coinfec¢cdo HIV-hanseniase

A hanseniase tem uma classificacdo espectral com a existéncia de varias sub-
formas clinicas entre as duas formas polares da doenca. Essas formas polares séo a
virchowiana, com anergia para antigenos do M. leprae, e a tuberculdide, com boa

resposta imune celular frente ao M. leprae. As formas intermediarias sdo a dimorfa-
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tuberculdide, a dimorfa-dimorfa e a dimorfa-virchowiana, que apresentam alguma
resposta imune mediada por células e muitas vezes sao imunologicamente instaveis.
Todas as formas clinicas de hanseniase foram descritas na coinfeccao (LUCAS,

1993; NAAFS, 2000).

Inicialmente a previsdo era de que hanseniase virchowiana seria a forma clinica
mais comum de hanseniase em pacientes coinfectados (GORMUS, 1994; BASKIN
et al., 1990), j& que a infeccdo pelo HIV destréi lentamente a resposta imune
mediada por células e o M. leprae pode, por isso, pelo menos teoricamente,
multiplicar-se sem resisténcia (NAAFS, 2000). No entanto, desde a introducdo da
Terapia Antiretroviral (HAART), a forma dimorfa-tuberculéide vem predominando,
como demonstrado no estudo realizado por Sarno et al.,, em 2008, no Brasil. Isso
indica que algum tipo de resposta imunoldgica positiva esta ocorrendo em pacientes

com hanseniase.

Tanto a hanseniase quanto o HIV tém efeitos sobre a resposta do sistema imune.
Em pacientes infectados com o HIV essa resposta esta enfraquecida, com células T
de memoéria (CD4+ CCR5+) destruidas, e ha também uma rapida mudanca de

células T CD4+, resultando em reducdo em seu numero (BATTEGAY et al., 2006).

Na hanseniase, ocorre uma ativacdo dos macrofagos infectados pelo M. leprae pela
resposta imune celular. A hanseniase também é complicada por surgimento
episédios de instabilidade imunoldgica, que sdo as reag¢fes hansénicas. Estas
podem ser do tipo 1, causadas por hipersensibilidade retardada a antigenos do M.
leprae, bem como do tipo 2, caracterizada por formacdo depdsitos de imuno-

complexo (LUCAS, 1993; LOCKWOOD et al., 2008). Os coinfectados com reacéo
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tipo 1 e portadores da hanseniase da forma clinica dimorfa-tuberculéide tém um

maior risco de dano neural (NERY et al., 2002; DEPS et al., 2013).

2.3.3 Histopatologia da coinfeccéo HIV-Hanseniase

Em 2013, Deps et al. descreveram um estudo histolégico detalhado em coinfectados
demonstrando um predominio de lesdes dimorfas-tuberculdides, que apresentaram
formacédo de granuloma compacto e resposta imune celular competente envolvendo
macrofagos ativos e linfocitos T CD4+ e CD8+. Foram realizados exames clinico e
histolégico de 11 pacientes com coinfeccdo e 31 com apenas hanseniase.
Caracteristicas histopatologicas e imunohistoquimicas das lesdes da hanseniase,
como presenca de edema, formacédo de granuloma, necrose, maior quantidade de
células CD68+, neurites e expressao de HLA-DR foram mais evidentes nas biopsias
dos coinfectados. N&o foi vista qualquer evidéncia histolégica que pudesse sugerir
que a infeccdo pelo HIV bloqueasse a resposta imunolégica em pacientes com
hanseniase. Os autores relataram, ainda, que pacientes coinfectados com
hanseniase e HIV produzem uma resposta imune com lesbdes granulomatosas
tipicas da hanseniase; que pacientes dimorfos-tuberculdides tem uma alta ativagédo
imune demonstrada pela formacdo na derme de granuloma compacto, edema e
processo inflamatorio da epiderme. Além disso, foi encontrada nos coinfectados uma
alta taxa de reagédo hansénica do tipo 1, que demonstra recuperacao da resposta
imune. A contagem de linfocitos T CD4+ ndo pareceu estar relacionada com as

alteracdes histolégicas (DEPS et al., 2013).

Em trabalho anterior, publicado no ano de 2000, Nery et al. fizeram exame

histopatolégico de lesbes de pele em 12 pacientes coinfectados antes do inicio da
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TARV e verificaram que as lesbes tinham uma morfologia celular indistinguivel da
dos doentes sem infeccdo pelo HIV, mesmo nos casos em que se verificou uma
contagem muito baixa de linfocitos T CD4+ (NERY et al., 2000). Em sentido
contrario, Sarno et al. relataram, em estudo publicado em 2008, que com o inicio da

TARV ocorreu alteracdo do aspecto das lesdes de pele.

Nesse mesmo sentido se manifestaram Deps et al. no trabalho referido
anteriormente, publicado em 2013, quando disseram acreditar na hipotese de que
com o inicio da TARV poderia haver alteracéo tanto do aspecto clinico e quanto do
histopatoldgico das lesGes, levando-os mais para o polo tuberculdide, aumentando o
namero de células CD4+ e aumentando a ativacdo de macréfagos e a formacéao de

granulomas (DEPS et al., 2013).

Relato semelhante é encontrado em estudo precedente publicado por Sampaio et al.
no ano de 1995, que descreveram que os exames histopatologicos de lesbes de
pacientes dimorfos-tuberculéides coinfectados apresentam granulomas bem
formados contendo ndimero normal de linfocitos T CD4+, contrastando com o0s
granulomas encontrados em outras micobacterioses como a tuberculose (SAMPAIO
et al., 1995). Nesse estudo, os autores notaram a expressado do HLA-DR por células
dérmicas adjacentes ao granuloma, evidenciando a producédo local de IFN-y. Além
disso, a auséncia de bactérias comprova a grande eficacia da imunidade local.
Apesar da coinfeccdo ndo interferir nos espectros tuberculdide e virchowiano da
hanseniase, observam-se nesses pacientes casos mais graves de neurite e maior

incidéncia de reacgdes reversas (SAMPAIO et al., 1995).
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Ustianowski et al. também relataram que, apesar da baixa contagem de linfocitos T
CD4+ no sangue periférico, os pacientes coinfectados pelo HIV possuem resposta

imunologica preservada ao bacilo no sitio da doenca (USTIANOWSKI et al., 2006).

2.3.4 Hanseniase apo6s a introducdo da HAART em paci entes infectados pelo

HIV

O objetivo da HAART € a reconstituicdo imune, porém em algumas situacdes
observa-se um quadro clinico de carater inflamatério exacerbado, chamado de
Sindrome Inflamatéria associada & Reconstituicdo Imune (IRIS) (MINISTERIO DA

SAUDE, 2013b).

Segundo o Ministério da Saude, a IRIS pode se manifestar como:

* piora “paradoxal” de doencas infecciosas preexistentes, geralmente

autolimitadas, mas que podem assumir formas graves;

» agravamento de uma doenca j& diagnosticada;

» aparecimento de uma doenca ndo diagnosticada previamente, exacerbando

uma doenca subclinica preexistente.

Os critérios para a suspeita da IRIS sé&o:

» piora de doenca reconhecida ou surgimento de nova manifestagdo apoés inicio

da HAART;

* presenca de imunodepresséo grave (contagem de LT-CD4+ < 100) antes do

inicio ou modificacdo do esquema,;
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* relacdo temporal entre o inicio da HAART e o aparecimento das

manifestacdes inflamatoérias (dentro de 4 a 8 semanas do inicio da HAART);

» presenca de resposta imune, virolégica ou ambas ap0ds inicio da HAART;

« exclusdo de falha terapéutica, reacdo adversa ou superinfeccio (MINISTERIO

DA SAUDE, 2013b).

As descricdes da hanseniase como sindrome da reconstituicdo imune comecaram
em 2000 (OPROMOLLA et al.,, 2000; PIGNATARO et al.,, 2000). A partir dai
inimeros estudos sobre o assunto foram publicados porém com um numero
pequeno de pacientes ou que se limitavam a relatos de caso (LANDAY et al., 2002;
LAWN et al.,, 2003; VISCO-COMANDINI et al., 2004; COUPPIE et al., 2004;
TRINDADE et al., 2005; KHARKAR et al., 2007; MARTINIUK et al., 2007; BATISTA
et al., 2008; MENEZES et al., 2009; DEPS; LOCKWOOD, 2010; TALHARI et al.,

2010; DEPS et al., 2013).

Em 2010, Deps e Lockwood revisaram os dados de 21 casos publicados de
hanseniase manifestando-se como IRIS e relataram que 89,5% dos pacientes
apresentavam o diagnostico histopatologico de hanseniase tuberculéide ou dimorfa-
tuberculdide. A evidéncia da restauracdo imune foi demonstrada com a contagem
meédia de linfocitos T CD4 +, que antes do inicio da TARV foi de 91 células/ml, e que
posteriormente, no momento do diagndstico da hanseniase como IRIS, aumentou

para 248 células/ml.

As principais conclusdes extraidas dos estudos publicados sobre a hanseniase se
manifestando como IRIS (ABEL et al., 2000; OPROMOLLA et al., 2000;

PIGNATARO et al.,, 2000; LANDAY et al.,, 2002; LAWN et al.,, 2003; VISCO-
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COMANDINI et al., 2004; NAAFS, 2004; COUPPIE et al., 2004; TRINDADE et al.,
2005; USTIANOWSKY et al., 2006; KHARKAR et al., 2007; MARTINIUK et al., 2007;
BATISTA et al., 2008; DEPS et al. 2008; MENEZES et al., 2009; TALHARI et al.,
2010; MULLER et al., 2010; PAVIE et al., 2010; DEPS; LOCKWOOD, 2010; DEPS et

al., 2013) sao as seguintes:

« a forma clinica mais comum é a hanseniase tuberculdide; a maior parte dos

casos aconteceu até 6 meses apoés a introducao da HAART;

* a neurite hansénica pode ser confundida com a neuropatia do HIV, ou com

neuropatias relacionadas a medicamentos que compdem a HAART,;

« alguns pacientes coinfectados apresentam lesfes atipicas da hanseniase,

como por exemplo presenca de ulceracoes; e

» frequentemente a hanseniase se manifesta como reacao reversa hansénica

2.4 PGL-I

2.4.1 Estrutura e utilizacdo do PGL-1

O PGL-lI é um (glicolipideo muito abundante, encontrado exclusivamente no M.
leprae, e é considerado seu principal glicolipideo antigénico. Ele foi isolado e
caracterizado em 1981, e sua estrutura foi esclarecida no ano seguinte (BRENNAN;

BARROW, 1980; HUNTER; BRENNAN, 1981).
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A molécula do PGL-I é composta pelo trissacaridio 3,6-di-O-metil-beta-D-
glucopiranosil-(1-4)-2,3-di-O-metil-alfa-L-ramnopiranosil-(1-2)-3-O-metil-alfa-L-

ramnopiranosil (HUNTER et al., 1982). A remocao do agucar terminal resultava em
perda da ligacdo da maioria dos anticorpos, enquanto que a remocdo da cadeia
longa de acidos graxos da molécula do PGL-I ndo produzia efeito na ligacdo dos
anticorpos. Esses dados sugerem que a sintese quimica da ultima parte do
dissacaridio produz um epitopo que estimula a producédo de anticorpos monoclonais,
empregados na deteccdo do PGL-lI (YOUNG et al., 1984). A sintese de acguUcares
(natural di- ou trissacarideos, ND ou NT, respectivamente), seguida a identificacao
do acucar terminal como o antigeno primario determinante do PGL-I e a sua ligacéo
a albumina de soro bovino (“bovine serum albumine”, BSA) com um anel octila (O),
ou um anel fendlico (P), podem produzir antigenos semi-sintéticos (Fujiwara et al.,
1984). O antigeno ND-O-BSA foi considerado igual ou melhor do que o0s outros
derivados do antigeno PGL-I, tanto os naturais, quanto os sintéticos (FUJIWARA et

al., 1984; WU et al., 1988; CHANTEAU et al., 1988).

Devido a natureza glicidica do PGL-l, este antigeno estimula a producéo
predominante de anticorpos da classe IgM (BRENNAN et al., 1980; CHO et al.,
1983; LEVIS et al.,1986; BRETT et al.,1986; KOSTER et al., 1987), pois néo
consegue ativar uma célula CD4 de maneira suficiente para que ela interaja com um
linfécito B de modo a que ocorra a maturacdo de afinidade e mudanca de isotipo

(CHO et al., 1983; LEVIS et al., 1986; KOSTER et al., 1987).

Estudos relatam que também ha& producdo, embora em menor concentragdo, de
outras classes de imunoglobulinas, como a IgG (CHO et al., 1988; STEFANI et al.,
1998; KUMAR et al., 1998) e IgA (CREE et al., 1988; SAAD et al., 1991). Importante

salientar que os anticorpos da classe IgM sdo especificos para o PGL-I, enquanto os
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anticorpos da classe IgG anti-PGL-I podem apresentar reacdo cruzada com outros
antigenos em pacientes com tuberculose, em pacientes com outras micobacterioses
conhecidas (CHO et al., 1988; CHO et al.,, 1992; KUMAR et al.,1998), ou em
pacientes com doencas hepaticas ou autoimunes (KUMAR et al., 1998).
InvestigacOes feitas para avaliar a producdo de anticorpos contra o PGL-I em
pacientes com hanseniase evidenciaram que a concentracdo média de IgG e IgM foi
maior no polo virchowiano que no grupo tuberculdide (BRETT et al., 1983) e que ha
predominio de IgM em relacédo a IgG (CHO et al., 1983; LEVIS et al., 1986; KOSTER

et al., 1987).

Um grande desafio nas pesquisas da hanseniase € a descoberta de testes que
seriam capazes de diagnosticar a infeccéo por M. leprae e que possam ser usados
em areas endémicas. Esse teste identificaria grupos de risco para monitoramento e
medidas preventivas ou profilaticas (BRENNAN, 2000). Assim, ha alguns anos vém
sendo desenvolvidos estudos com a finalidade de atingir esse objetivo, que

empregam as mais diferentes técnicas (BRENNAN, 2000; MARTELLI et al., 2002).

Esses estudos serviram de base para a producdo de antigenos sintéticos, em
substituicdo ao PGL-I nativo, que é escasso e de dificil aquisicdo (EGGELTE et al.,

1988).

O PGL-I é o antigeno mais usado e estudado na sorologia da hanseniase. O ensaio
imunoenzimatico tipo ELISA é um método em que detecta anticorpos anti-PGL-I em
altos titulos, e pode auxiliar o diagnéstico de hanseniase (DISSANAYAKE et al.,
1983; DOUGLAS et al., 1987). A resposta imune é dirigida preponderantemente
contra 0 acUcar terminal, isto é, a ultima parte do dissacaridio, que é o principal

determinante antigénico do PGL-I (BRETT et al., 1986; FUJIWARA et al., 1987).



Outros antigenos imunodominantes do M. leprae, capazes de ativar clones
especificos de linfécitos B, foram descritos (GROATHOUSE et al., 2006; REECE et
al., 2006; ARAOZ et al., 2006; DUTHIE et al., 2007; CORSTJEANS et al., 2008;
STEFANI, 2008). Porém, at¢é o momento, o teste melhor padronizado e mais

avaliado na hanseniase € com o PGL-I.

A sorologia anti-PGL-I pode ser realizada além do ensaio imunoenzimatico (ELISA),
através do teste de hemaglutinacdo passiva, hemaglutinacdo em particulas de
gelatina, dipstick e teste de fluxo imunocromatografico (ML Flow test®). Porém, os
testes mais utilizados séo o ELISA e o ML Flow. O ensaio imunoenzimatico ELISA
apresenta especificidade de 98% e sensibilidade de 80-100% nos pacientes
multibacilares, tendo sensibilidade de apenas 14-40% nos pacientes paucibacilares
(OSKAM et al., 2003). A sensibilidade do ML Flow é de 97,4% em pacientes MB, sua
especificidade é de 90,2% e esse teste tem boa correlacdo com o ELISA (91%;

k=0,77) (BUHRER-SEKULA et al., 2003).

A hanseniase é uma doenca infecciosa que apresenta um amplo espectro clinico e
imunoldgico. As formas multibacilares geralmente apresentam uma deterioracdo da
imunidade celular, muitos bacilos, alta carga antigénica e altos niveis séricos de
anticorpos; ja as formas paucibacilares geralmente apresentam os parametros de
imunidade celular preservados, escassos bacilos e pouca ou nenhuma elevacéo dos
niveis de anticorpos. Sendo assim, as técnicas soroldgicas para deteccdo de
anticorpos anti-M. leprae sdo principalmente direcionadas para o diagnostico das

formas multibacilares da hanseniase (BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

Esta claro que os anticorpos contra o PGL-I refletem a carga bacilar do individuo,

mostrando infec¢do subclinica ou doenca (KLATSER, 1994). Triagem sorolégica e



45

seguimento de contatos domiciliares de pacientes de hanseniase sao instrumentos
Uteis para a deteccdo precoce de casos novos. Além disso, estima-se que a
sorologia possa ser benéfica na mensuracao do tamanho da endemia hansénica em
uma dada populacdo, embora este papel ndo esteja ainda bem definido (BUHRER-
SEKULA, 2008). Porém, o resultado do teste soroldgico deve estar associado a
outras informacgdes clinicas para que se possa concluir um diagnéstico da doenca

(BUHRER-SEKULA, 2008).

2.4.2 Estudos populacionais utilizando a sorologia anti-PGL-1

O emprego da sorologia anti-PGL-I como um instrumento para o diagnostico da
infeccdo com o M. leprae em individuos sadios tem sido utilizado em diversos
inquéritos sorolégicos (BAGSHAWE et al.,, 1990; BAUMGART et al.,, 1993;
PONNIGHAUS et al., 1994) e em estudos de contatos de hanseniase e controles
sadios (VIJAYAKUMARAN et al., 1998; MATOS et al., 1999). Em areas endémicas,
estudos demonstraram que a positividade ao PGL-I variou de acordo com a
prevaléncia local de hanseniase, indicando a capacidade do teste em demonstrar a
exposicao da populacéo ao M. leprae (MOET et al., 2006; BAGSHAWE et al., 1990;
SINAN, 2007). Esses trabalhos confirmam que a infec¢do subclinica € mais comum

do que a doenca propriamente dita.

A maioria dos trabalhos publicados até 0 momento empregou a técnica ELISA, que

exige laboratérios e profissionais capacitados (DUPPRE, 2008).

Fine (1990) encontrou 1% de soropositividade anti-PGL-l1 em 5.864 individuos sem a

doenca hanseniase em Malawi. Ndo houve diferenca na taxa soropositividade em
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contatos domiciliares de casos de hanseniase quando comparada a taxa de

soropositividade nos nao-contatos.

Cartel et al. (1990) estudaram 3.567 individuos na Polinésia Francesa, que
correspondiam a 96% da populacéo de duas ilhas, Marquesas do Sul e Maupiti. Na
ilha Marquesas do Sul 119 individuos (4,4 %) dos 2.558 examinados apresentaram
anticorpos anti-PGL-I positivo; na ilha Maupiti 38 individuos (4,3%) dos 852 que se
submeteram a pesquisa apresentaram anticorpos anti-PGL-I positivo. Os autores, na
época, especulavam sobre a possivel reacdo cruzada com outros antigenos e
concluiram ser duvidosa a utilidade da dosagem de IgM anti-PGL-I por ELISA para a

deteccdo de infeccdo por M. leprae em programas de controle de hanseniase.

Groenen et al. (1990) realizaram a sorologia anti-PGL-I em moradores de uma area
de um antigo Hospital Col6nia no Zaire. Dos 1.275 individuos que ndo apresentavam

hanseniase, 29 (2,3%) tinham sorologia anti-PGL-I positiva.

Douglas et al. (1992) verificaram a ocorréncia de produgédo de anticorpos anti-PGL-I
em uma area endémica (Filipinas) e em outra area nao endémica (Estados Unidos)
utilizando quatro antigenos semi-sintéticos. Nesse estudo os autores concluiram que
a sororreatividade anti-PGL-I é eficiente para auxiliar no diagndstico, além de ser Util
na triagem em contatos domiciliares de hanseniase e em populagbes de area

endémica.

Em estudo populacional realizado nas Filipinas (area endémica) e na Coréia (area
nao endémica), Cho et al. (1992) verificaram que a presenca de anticorpos anti-
PGL-I nos contatos (Filipinas-13,4% e Coréia-8%) é estatisticamente igual & dos
controles (Filipinas-10,8% e Coréia- 4,8%), indicando que tanto 0os contatos quanto a

populacdo geral estdo igualmente expostos ao M. leprae. Esse estudo também
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demonstrou que a soroprevaléncia de anticorpos anti-PGL-I era significativamente

maior no pais endémico que no nao endémico.

Em trabalho realizado por Cellona et al. (1993), também nas Filipinas, encontrou-se
positividade para anticorpos anti-PGL-l1 em 1,7% dos pacientes da populacao geral.
Quando o ELISA foi comparado ao indice bacilar dos pacientes multibacilares, estes

dois mostraram forte correlacao.

Tanto no estudo de Cho et al. (1992) quanto no de Cellona et al. (1993) o antigeno

utilizado foi o ND-O-BSA.

Em 1996, Gonzalez-Abreu et al. estudaram a reatividade sorolégica anti-PGL-I
visando a deteccdo precoce da hanseniase em uma area de baixa endemicidade e

encontraram 3,8% de soropositividade.

van Beers et al. (1994) realizaram na Indonésia, area endémica para hanseniase, a
sorologia anti-PGL-I e deteccao de M. leprae por PCR em 1.015 amostras de soro e
1.228 amostras de swab nasal. A taxa de soropositividade anti-PGL-I encontrada na
populacdo foi de 30,8% e nao houve diferenca no resultado entre os contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase e 0s que ndo eram contatos. A presenca
de M. leprae por PCR, foi demonstrada em 7,8% dos espécimes de esfregacos
nasais e ndo houve correlagéo entre os resultados da PCR e sorologia. Os autores
concluiram que a presenca do M. leprae é generalizada na populacédo e que em
areas endémicas muitos individuos carregam o microorganismo em suas cavidades

nasais sem ter sintomas evidentes da hanseniase.

Bakker et al. (2004) examinaram 3.986 pessoas para hanseniase em 5 ilhas da

Indonésia com alta endemicidade. Dessas, 3.271 coletaram sangue para dosar
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anticorpos anti-PGL-I e 98 (3%) apresentaram anticorpos anti-PGL-I positivo. A
soroprevaléncia variou entre ilhas (1,7-8,7%) e teve uma relacéo significativa com a
prevaléncia da doenca. Nessa area altamente endémica para a hanseniase, nao so
contatos domiciliares de pacientes soropositivos anti-PGL-Il, mas também as
pessoas que vivem nas proximidades de um paciente soropositivo eram mais

propensos a abrigar anticorpos contra M. leprae.

Em novo estudo, Bakker et al. (2006), demonstraram que na area com alta
endemicidade estudada, os contatos de pessoas que carreavam o M.leprae na
cavidade nasal (PCR) apresentavam um risco maior de desenvolver a hanseniase.
Alem disso, todos os pacientes com hanseniase que apresentaram PCR positivo
para M. leprae também foram soropositivos para PGL-I, o que indica que a sorologia
anti-PGL-l parece ser ferramenta adequada para identificar esses pacientes. O
aumento do risco de pessoas com sorologia positiva anti-PGL-I de desenvolver
hanseniase também oferece importante instrumento para identificar pessoas que

provavelmente funcionardo como transmissoras da doenca.

Stefani et al. publicaram, em 2012, estudo que investigou 50 individuos no Nepal e
50 no Brasil, encontrando em ambos os grupos analisados 2% de positividade para

anticorpos anti-PGL-I.

Silva et al. (2008) compararam os padrdes de resultados de dois testes soroldgicos,
ML flow e ELISA, em paises endémico (Brasil) e ndo endémico (Chile). No Brasil, a
dosagem de anticorpos anti-PGL-lI por ELISA foi positiva em 5 (6,9%) dos 72
individuos saudaveis estudados e no Chile foi positiva em 1 (3,3%) de 30 individuos

saudaveis estudados. O MLflow apresentou resultados semelhantes ao ELISA. A
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positividade de ambos os testes variou de acordo com o nivel de endemicidade da

area geografica onde o teste foi aplicado.

Brasil et al. (2003) fizeram o teste sorolégico anti-PGL-I em 6.520 pessoas,
pertencentes ao universo de 7.416 habitantes da area urbana de um municipio
paulista caracterizado por elevada endemicidade de hanseniase, e as
acompanharam durante quatro anos. Foi identificado um grupo de 590 individuos
com sorologia anti-PGL-I positiva (9,0 %). No periodo, foram diagnosticados 82
casos novos de hanseniase, 74 pertenciam ao grupo submetido ao teste sorolégico
no inicio do estudo, sendo 26 no grupo de soropositivos (441 casos novos/10.000
individuos) e 48 no de soronegativos (81/10.000). A condicdo de soropositividade
isolada respondeu pela elevacdo de 4,4 vezes no risco de adoecer entre 0s
individuos ndo-contatos com hansenianos, estimativa que subiu para 8,6 vezes nos
contatos. Os autores concluiram que a positividade soroldgica anti-PGL-I

representou um maior risco de adoecimento por hanseniase.

No estudo realizado por Frota et al. (2010) a soropositividade anti-PGL-l  foi
semelhante entre os casos de contato de hanseniase (15,8%) e casos de néo
contato com hanseniase (15,1%). O estudo concluiu que a dosagem de anticorpos
anti-PGL-1 ndo é util para diferenciar os contatos dos ndo contatos de hanseniase
em areas endémicas, bem como que a sorologia PGL-l serviria para auxiliar o
diagnostico precoce da hanseniase através do monitoramento da populagdo com

soropositividade anti-PGL-I.

Hungria et al. (2012) publicaram estudo de sororreatividade em diferentes regides
endémicas do Brasil. Em Goiania, area endémica, 1 (2,22%) dos 45 individuos

estudados tinha PGL-I positivo, e em Rondondpolis, area hiperendémica, 25 (8,86%)
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dos 282 eram PGL-I positivos, 0 que demonstra a relacdo entre a soropositividade

anti-PGL-I com a incidéncia da hanseniase.

Pelo que se percebe, os resultados da sorologia anti-PGL-1 (que foi dosada, nos

estudos dantes referidos, para a demonstracéo de infeccéo subclinica) sdo bastante

dispares, tanto em paises endémicos, quanto nos paises ndo endémicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Estudos populacionais de prevaléncia de infeccao subclinica de hanseniase utilizando a

sorologia anti- PGL-I

ANO AUTOR PAIS ENDEMIA  TECNICA/Ag PGL-I + PGL-1+/%
1988 Fine Malawi End ELISA DBSA 45/5076 0,9%
1990 Cartel Polinésia End NT-P-BSA 157/3567 4,3%
francesa
1990 Groenem Zaire End DBSA 29/1524 2,9%
1992  Douglas Filipinas End NT-O-BSA 10/398 2,5%
ND-O-BSA 5/398 1,3%
ND-P-BSA 6/398 1,5%
NT-P-BSA 6/398 1,5%
1992 Cho Filipinas End ND-O-BSA 65/604 10,8%
1993 Cellona Filipinas End ND-O-BSA 7/401 1,7%
1992 Cho Coreia N end ND-O-BSA 54/1132 4,8%
1992  Douglas EUA N end NT-P-BSA 71426 1,6%
NT-O-BSA 6/426 1.4%
ND-O-BSA 4/426 0,7%
ND-P-BSA 6/426 1,4%
1996 Gonzalez- Cuba B end ND-A-BSA 905/23863 3,8%
Abreu
1994  Van Beers Indonésia A end NT-P-BSA 313/1015 30,8%
2004  Bakker Indonésia N end NT-P-BSA 67/959 7%
Aend 98/3271 3%
2006 Bakker Indonésia Aend NT-P-BSA 96/3186 3%
2012  Stefani Nepal End ML-Flow NT- 1/51 2%
P-BSA
2008 Silva Chile N end NT-P-BSA 1/30 3,3%
2003  Brasil Brasil End Dissacarideo- 590/6520 9%
acrilamina
2008 Silva Brasil End NT-P-BSA 5172 6,9%
2010 Frota Brasil H end DBSA 48/317 15,1%
2012  Stefani Brasil End ML-Flow NT- 1/50 2%
P-BSA
2012 Hungria Brasil (Goiania End 1/45 (G) 2%
e H end NT-P-BSA 25/282(R) 9%

Rondond6polis)

Legenda: “N”, ndo endemia; “B”, baixa endemia; “End”, endemia; “A”, alta endemia; “H”, hiperendemia
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2.4.3 Deteccéo de anticorpos anti-PGL-I em paciente s infectados pelo HIV

Encontramos apenas um trabalho que estudou a soroprevaléncia de M. leprae em
pacientes infectados pelo HIV, os estudos sobre coinfeccdo citados nos tépicos
anteriores contemplam a pesquisa da infeccéo pelo HIV em hansenianos, ao passo
que este trabalho, assim como o estudo adiante relacionado, percorre o caminho
inverso, pesquisando a infecgdo subclinica pelo M. leprae em pacientes infectados

pelo HIV.

Gonzalez-Abreu et al. (1993) fizeram a dosagem de anticorpos anti-PGL-I (ELISA
com antigeno ND-A-BSA) em 3 grupos. No grupo de pacientes infectados pelo HIV,
14,8% (65/437) apresentaram sorologia anti-PGL-I positiva; no grupo de doadores
de sangue, 1,3% (4/313); e no grupo populacional, 3,02% (423/13.970)
apresentaram anticorpos anti-PGL-| positivo. Nesse estudo, realizado em Cuba, a
taxa de sororreatividade anti-PGL-1 dos individuos infectados pelo HIV era
significantemente mais alto que no grupo controle. Foi também digno de nota que as
densidades Oticas superiores a 0,4 no grupo infectado pelo HIV (3,20%) foram
encontradas dez vezes mais que na populacdo endémica (0,33%). Esse estudo
concluiu que os profissionais de salude teriam que estar atentos para (i) a fonte de
infeccdo silenciosa encontrada, (i) os inesperados efeitos do HIV que poderiam
surgir em uma area endémica da hanseniase e (iii) a imunossupressao induzida por
HIV que poderia aumentar a prevaléncia de formas multibacilares (GONZALEZ-

ABREU et al., 1993).
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3 OBJETIVOS

1- Conhecer a taxa de infec¢do subclinica pelo M. leprae através da pesquisa de
anticorpos IgM anti-PGL-l nos pacientes infectados pelo HIV (grupo caso) e nos

pacientes nao infectados pelo HIV (grupo controle).

2- Verificar a associacdo do resultado da sorologia anti-PGL-I com o estado de
imunossupressao, através da contagem de linfécitos CD4+, carga viral e uso ou nao

de HAART, em pacientes infectados pelo HIV.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal analitico, referente a pesquisa sérica de
anticorpos IgM anti-PGL-I por teste ELISA em um grupo composto por pacientes

infectados pelo HIV e em outro grupo composto por pacientes néo infectados.

4.2 POPULACAO/CASUISTICA DO ESTUDO

Foram constituidos dois grupos de estudo: um grupo caso, composto por pacientes
infectados pelo HIV, e um grupo controle, composto por pacientes nao infectados
pelo HIV. Todos os pacientes incluidos no estudo eram moradores da Regido

Metropolitana da Grande Vitoria, no estado do Espirito Santo.

4.3 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

4.3.1 Primeira fase (639 pacientes infectados pelo  HIV)

Abordagem dos pacientes: foram convidados a participar do estudo os pacientes dos
Servicos de HIV/AIDS e de Pesquisa Clinica em Dermatologia, e também os
pacientes que estavam na fila da coleta de sangue para a realizacdo das contagens

de linfécitos CD4+ e carga viral, no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital



54

Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM), em Vitéria, no estado do

Espirito Santo (periodo: entre agosto de 2010 e fevereiro de 2012).

Coleta das amostras biologicas: foi realizada no Laboratério de Analises Clinicas do

HUCAM (periodo: entre agosto de 2010 e fevereiro de 2012).

Coleta de dados: foi realizada durante a abordagem dos pacientes, através da
analise de prontuarios meédicos, do Sistema de Controle de Exames Laboratoriais de
CD4/CD8 e Carga Viral (SISCEL) e do Sistema de Controle Logistico de
Medicamentos Antirretrovirais (SICLOM) (periodo: entre agosto de 2010 e fevereiro

de 2012; revisédo dos dados: entre julho e setembro de 2013).

Armazenamento das amostras: as amostras foram armazenadas no Nucleo de

Doencas Infecciosas, em Vitoria, no estado do Espirito Santo.

Realizacdo da Sorologia anti-PGL-I: os testes foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Celular da Fundacdo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, em julho de

2012.

4.3.2 Segunda fase (641 pacientes nao infectados pe lo HIV)

Abordagem dos pacientes: foram convidados a participar do estudo os pacientes
gue estavam na fila da coleta de sangue de rotina solicitada por outros ambulatérios

do hospital (periodo: setembro e outubro de 2013).

Coleta das amostras bioldgicas: foi realizada no Laboratério de Andlises Clinicas do

HUCAM (periodo: setembro e outubro de 2013).



55

Coleta de dados: foi realizada durante a abordagem dos pacientes (periodo:

setembro e outubro de 2013).

Armazenamento das amostras: as amostras foram armazenadas no Nucleo de

Doencas Infecciosas da UFES.

Realizacdo da Sorologia anti-PGL-I: os testes foram realizados no Laboratério de

Microbiologia Celular da Fundacdo Oswaldo Cruz (periodo: novembro de 2013).

4.3.3 Terceira fase (pareamento)

Foi realizado pareamento dos grupos (639 infectados pelo HIV e 641 néo infectados
pelo HIV) de acordo com o género e idade, para uma melhor avaliacdo dos niveis
séricos de anticorpos anti-PGL-1. Com o pareamento, foram selecionados 350
pacientes em cada grupo, configurando, assim, o modelo de amostragem por

conveniéncia.

4.4 DINAMICA DAS COLETAS DE DADOS E AMOSTRAS

4.4.1 Primeira fase (639 pacientes infectados pelo  HIV)

Foram convidados a participar do estudo os pacientes infectados pelo HIV que
procuraram o Ambulatério de Pesquisa Clinica em Dermatologia e 0s pacientes que

foram coletar sangue no Laboratorio de Andlises Clinicas do HUCAM, para realizar



56

os exames de contagens de linfécitos CD4+ e carga viral. O Laboratério reserva

dias, horarios e local especificos para a coleta desses exames.

Na abordagem ao paciente, explicamos sobre 0 que consistia a pesquisa, e ao
assinarem o termo de consentimento anotamos o0 numero do documento, 0 sexo e a
data de nascimento/idade. Posteriormente, consultamos seus prontuarios, o SISCEL

e 0 SICLOM em busca dos dados necessarios a realizacao da pesquisa.

4.4.2 Segunda fase (641 pacientes ndo infectados pelo HIV)

Para formar o grupo controle, foram convidados, aleatoriamente, a participar do
estudo os pacientes que estavam na fila da coleta de sangue de rotina solicitada por
outros ambulatérios do hospital, no Laboratorio de Analises Clinicas do HUCAM. Na
abordagem ao paciente, explicamos sobre 0 que consistia a pesquisa, e ao
assinarem o termo de consentimento, anotamos o niumero do documento, 0 Ssexo e a
data de nascimento/idade. Posteriormente, fizemos o teste rapido "HIV Rapid Check"

NOS SOros.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

4.5.1 Primeira fase (639 pacientes infectados pelo  HIV)

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnostico de infeccdo pelo HIV/AIDS,

confirmados pelos métodos ELISA e Western Blot, que estivessem em qualquer fase
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da infeccao pelo HIV, com ou sem uso de terapia anti-retroviral, de ambos 0s sexos,

acima de 18 anos e moradores da RMGV.

4.5.2 Segunda fase (641 pacientes nao infectados pe lo HIV)

Foi formado o grupo controle, composto por individuos procedentes da mesma area

geografica, com teste rapido "HIV Rapid Check" negativo.

4.5.3 Terceira fase (pareamento)

Foram incluidos na terceira fase do estudo, os individuos selecionados no

pareamento em relacdo ao género e idade.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

4.6.1 Primeira fase (639 pacientes infectados pelo  HIV)

N&o houve exclusao na primeira fase.

4.6.2 Segunda fase (641 pacientes nao infectados pe lo HIV)

Foram excluidos individuos do grupo controle que apresentaram teste rapido "HIV

Rapid Check" positivo.
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4.6.3 Terceira fase (Pareamento)

Foram excluidos os individuos ndo selecionados no pareamento por amostragem

por conveniéncia.

4.7 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

4.7.1 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos vacutainer sem heparina,
na quantidade de 10 mililitros, incubadas a temperatura ambiente e, entdo,
processadas para obtenc&o do soro. Para tanto, o sangue foi centrifugado a 900 x g,
sem freio, a 4°C durante 10 minutos. O soro obtido foi aliquotado e estocado a -
20°C, para posterior dosagem de anticorpos especificos por ensaio

imunoenzimético (ELISA).

4.7.2 Técnica de ELISA anti-PGL-I

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi realizado no Laboratério de Microbiologia
Celular da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), com a finalidade de detectar
anticorpos IgM anti-PGL-I (“phenolicglycolipid 1” — glicolipidio fendlico I). Esse

antigeno esta presente na parede celular do M. leprae.
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Em uma microplaca de 96 pocos com fundo chato, para a quantificacdo de
anticorpos IgM anti-PGL-I, foi feita a adsor¢cao do D-BSA (antigeno), o qual estava a

0,25 pl/mL em cada poco (1:4000 partindo de estoque a 1 mg/ml).

Foram adicionados 50 pl/poco do antigeno previamente diluido em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,1M pH 9,5, incubando-se a microplaca na geladeira por no

minimo 24 horas (“overnight”).

Ao término da incubacao, os pocos foram lavados 3 vezes com 200 pl de tampéao
PBS-tween 20 a 0,3% (PBS/T), e entdo foram bloqueados com BSA 3% em TBS/T

por 1 hora a 37°C.

Os pocos foram novamente lavados 3 vezes com 200 ul de TBS/T.

Adicionou-se 50 pl de soro diluido 1:200 em BSA 1%, incubando-se por 1 hora a

37°C.

Os pocos novamente foram lavados 3 vezes com PBS/T e adicionou-se a placa o
anticorpo IgM anti-PGL-I (Sigma), previamente diluido em 1:2500 em solu¢do PBS-T

com 1% de BSA.

Apés incubagdo a 37°C por 1 hora, os pocos foram lavados 4 vezes com PBS/T

adicionando-se 100 pL do substrato 3.3'5,5'tetrametilbenzidina (Sigma).

A reacédo, que tem como resultado a mudanca de cor da placa, foi interrompida com
a adicdo de 50l de &cido sulfarico 2,5 N e leitura com densidade Optica de 450 nm
(OD 450nm — “optical density”) de um soro controle positivo que alcance um valor de
0,6. Todos os soros foram experimentados em duplicata e os resultados obtidos pela

técnica de ELISA foram expressos como média da absorbancia das duplicatas.
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O ponto de corte para positividade foi de 0,25. Assim, foram considerados como
pacientes com anticorpos anti-PGL-l negativos os que apresentaram densidade
optica (D.O.) com valor inferior a 0,25, como pacientes com anticorpos anti-PGL-
positivo fraco os que apresentaram D.O. entre 0,25 e 0,4 e como pacientes com
anticorpos anti-PGL-I positivo forte os que apresentaram D.O. maior que 0,4 (Tabela

3).

Tabela 3 — Ponto de corte para positividade da sorologia anti-PGL-I

Sorologia anti -PGL-I D.O.

Negativo <0,25

Positivo fraco Entre 0,25e 0,4
Positivo forte >0,4

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado pareamento apds a conclusdo da sorologia dos pacientes (639
individuos infectados pelo HIV e 641 nao infectados). Portanto, utilizou-se

amostragem por conveniéncia.

Foi feita a estratificacdo das variaveis: faixa etaria (20 a 39 anos, 40 a 59 anos e 60
anos ou mais), CD4 (maior que 500, entre 350 e 500, menor que 350), carga viral

(detectavel e indetectavel), uso de HAART (sim, n&o).

Para avaliar a positividade para PGL-I entre os dois grupos estudados, empregou-se
o teste qui-quadrado para proporcdes. Na comparacdo das variaveis métricas entre
dois grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, pois a hipotese
de normalidade foi rejeitada para aplicacdo de um teste paramétrico. A significancia
estatistica adotada foi de 5% (0,050). Foi feita analise bivariada do cruzamento entre

variaveis categoricas e a técnica estatistica usada foi de tabelas cruzadas com teste
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qui-quadrado. Realizou-se, ainda, analise multivariada (Regressdo Logistica),
usando o teste de ajuste de modelo de Hosmer-Lemeshow. Utilizou-se o software
"Statistical Package of Social Sciences", versdo 19.0, para Windows 2000 (SPSS

19.0).

4.9 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES, sob registro no CEP —
029/07. Os pacientes tiveram participacdo voluntaria e assinaram formularios de

consentimento informado.

4.10 CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES DO ESTUDO EM OITO SEMESTRES

Atividades Semestres

Planejamento do estudo

Coleta de amostra biologica (639 infectados
pelo HIV)

Coleta de dados (639 infectados pelo HIV)
Sorologia (639 infectados pelo HIV)

Revisdo da coleta de dados (639 infectados
pelo HIV)

Coleta de amostra biolégica (641 nao
infectados pelo HIV)

Coleta de dados (641 nédo infectados pelo
HIV)

Sorologia (641 nao infectados pelo HIV)
Pareamento dos grupos por sexo e idade
Andlise estatistica
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5 RESULTADOS

Participaram do estudo 350 pacientes infectados pelo HIV (grupo caso) e 350
pacientes nao infectados pelo HIV (grupo controle), num total de 700 pacientes.
Ambos os grupos foram compostos por pacientes provenientes das mesmas
regides, qualificadas como areas endémicas tanto para hanseniase quanto para
HIV, situadas na regido metropolitana da Grande Vitoria, no estado do Espirito

Santo, no Brasil.

Dos 350 pacientes infectados pelo HIV (grupo caso), 21 (6%) apresentaram PGL-I
positivo, sendo que dos 350 individuos néo infectados pelo HIV (grupo controle), 102
(29,1%) eram PGL-l positivo (Tabela 4). Houve diferenca estatisticamente

significante (p-valor< 0,05).

Tabela 4 — Resultado da sorologia anti-PGL-I nos grupos infectados pelo HIV e néo infectados pelo
HIV

Grupo
PGL-I Infectados pelo HIV N&o infectados pelo HIV p-valor
N % N %
Negativo 329 94,0 248 70,9 0,000
Positivo fraco 16 4,6 60 17,1 0,000
Positivo forte 5 1,4 42 12,0 0,000
Total 350 100,0 350 100,0 -

Na Figura 1 podemos observar os niveis de anticorpos IgM anti-PGL-I presentes no
soro de todos os individuos incluidos no estudo. Embora haja uma heterogeneidade
nas respostas, € possivel observar a diferenca no nivel dessa resposta entre os
grupos. O grafico mostra o centro (mediana) da distribuicdo dos dados, assim como
a dispersao e distribuicAo dos dados e a presenca ou ndo de outliers. Como o
tamanho amostral de cada grupo € relativamente pequeno, os valores atipicos
exercem grande influéncia na média, distorcendo a verdadeira natureza da

distribuicao.



Figura 1 - Distribuicdo do D.O. nos grupos infectados pelo HIV e nado infectados pelo HIV
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Os individuos de ambos os grupos vieram de uma mesma area geografica e foram

pareados de acordo com idade e género (Tabela 5).

Tabela 5 - Pareamento dos grupos infectados pelo HIV e ndo infectados pelo HIV.

Grupo

Variaveis Infectados pelo HIV N&o infectados pelo HIV ~ p-valor
N % N %
Sexo
Masculino 137 39,1 137 39,1 0,938
Feminino 213 60,9 213 60,9 0,938
Faixa etéaria
20 a 39 anos 122 34,9 122 34,9 0,937
40 a 59 anos 197 56,3 197 56,3 0,939
60 anos ou mais 31 8,9 31 8,9 0,894
Residéncia
Cariacica 81 23,1 90 25,7 0,476
Guarapari 22 6,3 7 2,0 0,008
Serra 66 18,9 86 24,3 0,100
Viana 18 51 17 49 0,958
Vila Velha 83 23,7 53 15,1 0,005
Vitdria 80 22,9 98 28,0 0,144
Total 350 100,0 350 100,0 -
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Em uma analise do grupo infectado pelo HIV com PGL-I positivo, 81% estavam
usando HAART (terapia anti-retroviral altamente ativa), 85,7% tinham contagem de
células CD4+ superiores a 350 e 71,4% tinham carga viral indetectavel. A
positividade anti-PGL-I foi mais frequente no grupo masculino (p<0,05). As variaveis
contagem de linfocitos T CD4+, carga viral e 0 uso ou ndo de HAART néo
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre os pacientes PGL-I

negativos e PGL-I positivos (Tabela 6).

Tabela 6 — Perfil epidemioldgico e estado imunol6gico dos pacientes infectados pelo HIV

Pacientes infectados pelo HIV

Variaveis anti -PGL-I negativo anti -PGL-| positivo p-valor
N % N %
Uso TARV
Sim 297 90,3 17 81,0 0,322
Nao 32 9,7 4 19,0 0,322
CD4
Maior que 500 193 58,7 14 66,7 0,621
Entre 350 e 500 58 17,6 4 19,0 0,895
Menor que 350 78 23,7 3 14,3 0,469
Carga viral
Indetectével 205 62,3 15 714 0,546
Detectado 124 37,7 6 28,6 0,546
Sexo
Masculino 124 37,7 13 61,9 0,049
Feminino 205 62,3 8 38,1 0,049
Faixa etéria
20 a 39 anos 112 34,0 10 47,6 0,302
40 a 59 anos 186 56,5 11 52,4 0,888
60 anos ou mais 31 9,4 0 0,0 0,264

Total 329 100,0 21 100,0 -
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo, com o objetivo de investigar as taxas de infeccdo subclinica pelo
M. leprae em individuos infectados pelo HIV, empregamos o recurso disponivel mais
estudado e padronizado para esse proposito, que € dosagem de anticorpos IgM anti-
PGL-I. Utillizando esse método obtivemos no grupo infectado pelo HIV taxa de
soropositividade anti-PGL-1 de 6%, enquanto no grupo controle (ndo infectado pelo
HIV) essa taxa foi de 29,1%, ou seja, no grupo controle a sopositividade anti-PGL-I

foi cerca de cinco vezes maior que no grupo infectado pelo HIV.

Nossos resultados se opfem aos encontrados no estudo realizado em Cuba por
Gonzalez-Abreu et al. (1993), que descrevem uma maior porcentagem de
positividade anti-PGL-I em individuos infectados pelo HIV que no grupo controle.
Nesse estudo, os autores dividiram a dosagem de anticorpos anti-PGL-1 em 3
grupos: no grupo infectado pelo HIV, 14,8% (65/437) tinham PGL-I positivo; no grupo
de doadores de sangue (supostamente nao infectado pelo HIV), 1,27% (4/313); e no
grupo populacional, 3,02% (423/13.970) (GONZALEZ-ABREU et al., 1993). Outra
divergéncia verificada no nosso estudo foi 0 achado de densidades o6ticas superiores
a 0,4 dez vezes mais no grupo infectado pelo HIV quando comparadas com o grupo

controle, enquanto encontramos DO>0.4 oito vezes mais no grupo controle.

A sororreatividade a antigenos do M. leprae € considerada efetiva para avaliar tanto
a exposicdo quanto a infeccdo pelo microorganismo (CHO et al.,, 2001; OSKAM,

2003; MARTINS et al., 2010; LOBATO et al., 2011; DUTHIE et al., 2011).

O emprego da sorologia anti-PGL-I como um instrumento para o diagnéstico da

infeccdo pelo M. leprae em individuos sadios tem sido utilizado em inquéritos



66

sorologicos (BAGSHAWE et al., 1990; BAUMGART et al., 1993; VAN DER BROEK
et al., 1997) e em estudos de contatos de hanseniase e controles sadios
(VIJAYAKUMARAN et al., 1998; MACHADO et al., 1998). Em areas endémicas,
estudos demonstraram que a positividade anti-PGL-lI variou de acordo com a
prevaléncia local de hanseniase, indicando a capacidade do teste em demonstrar a
exposicdo da populacdo ao M. leprae e confirmando que a infecgdo subclinica é
mais comum do que a doenca propriamente dita (BAGSHAWE et al., 1990; MOET et

al., 2006).

Em nosso grupo controle (ndo infectados pelo HIV), a soropositividade anti-PGL-I de
29,1% foi superior a maioria dos estudos de areas endémicas, de alta endemicidade
e de hiperendemicidade (FINE et al., 1988; CARTEL et al., 1990; GROENEN et al.,
1990; DOUGLAS et al., 1992; CELLONA et al.,, 1993; VAN BEERS et al., 1994;
GONZALEZ-ABREU et al., 1996; VAN BEERS et al.,, 1999; BRASIL et al., 1998;
BAKKER et al., 2004; BAKKER et al., 2006; SILVA et al., 2008; BUHRER-SEKULA
et al.,, 2008; FROTA et al., 2010, BARRETO et al.,, 2011; BARRETO et al., 2012,
STEFANI et al.,, 2012; HUNGRIA et al., 2012). Esse achado nao pode ser
negligenciado quando consideramos que o M. leprae estd em circulagcdo nessa
regido e que esses individuos assintomaticos participam da cadeia de transmissao,

favorecendo a exposi¢éo de individuos susceptiveis ao bacilo.

Entretanto, o fato de encontrarmos apenas 6% de soropositividade anti-PGL-1 nos
pacientes infectados pelo HIV é intrigante, em especial porque pareamos 0s dois
grupos (infectados pelo HIV e ndo infectados pelo HIV) em relagdo a éarea

geografica, género e idade.
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Os resultados do nosso estudo sugerem gque em individuos infectados pelo HIV a
resposta imune contra antigenos de M. leprae é baixa provavelmente devido a
desregulacéo dos linfécitos B. Essa hipotese pode ser sustentada com base no fato
de que alguns pacientes infectados pelo HIV, portadores de toxoplasmose ou
micoses profundas, apresentam sorologia duvidosa provavelmente devido a
deficiéncia de producédo de anticorpos contra esses agentes infecciosos (SINGH et
al.,, 1996; BHASKAR, 2005; MAREJON et al., 2009). Portanto, os individuos
infectados pelo HIV, juntamente com os individuos nao infectados pelo HIV que
apresentaram sorologia anti-PGL-l positiva mas sdo assintomaticos podem estar

contribuindo para a circulacéo de M. leprae no ambiente.

Dos 21 individuos infectados pelo HIV que apresentaram sorologia PGL-I positiva,
81% estavam em uso HAART, 85,7% deles apresentavam contagem de células
CD4+ superiores a 350 e 71,4% tinham carga viral indetectavel. Entretanto, da
analise dessas variaveis ndo resultou diferenca estatisitica significativa entre o
estado de imunosupressdo dos pacientes e o resultado da sorologia anti-PGL-I
(Tabela 2). Esperavamos que com o uso de HAART a produc¢éo de anticorpos anti-
PGL-l aumentaria devido a reconstituicdo imune com um novo reconhecimento do
PGL-I, ou pelo aperfeicoamento de um sistema de reconhecimento latente. Porém,
essa expectativa ndo se confirmou. Sabe-se que nos casos de infec¢ao crbnica pelo
HIV as células T reguladoras estdo aumentadas e sdo reconhecidas como
supressoras das respostas de células CD4 + e CD8 + antigeno especificas e
também como controladoras da ativagdo imune inapropriada ou exacerbada
induzida por patégenos (BELKAID; ROUSE, 2005; RAGHAVAN: HOLMGREN,
2005). Apés a atividade da HAART, as células T CD8+ aumentam juntamente com a

producdo de anticorpos, demonstrando uma ativacdo das células T. As células T
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CDS8 + supressoras produzem interleucina 4, favorecendo a producdo de anticorpos.

Portanto, o resultado encontrado em nosso estudo é um paradoxo.

A dosagem de anticorpos IgM anti-PGL-l1 apresenta especificidade de 98% e
sensibilidade de 80-100% nos pacientes multibacilares, e sensibilidade de apenas
14-40% nos pacientes paucibacilares (OSKAM et al.,, 2003). Essa limitacdo
metodoldgica poderia interferir ndo apenas em nosso estudo como naqueles

anteriormente realizados com o mesmo propdésito.

Estudos sugerem que a pesquisa do M. leprae na mucosa nasal por PCR e a
dosagem de anticorpos anti-PGL-I seriam em conjunto um bom método para verificar
infeccdo subclinica de hanseniase (GOULART; GOULART, 2008). Planejamos
inicialmente coletar material da mucosa nasal, para deteccdo de M. leprae através
do método de amplificacdo do DNA pela técnica de PCR, mas néo o realizamos
devido a ndo aderéncia dos pacientes ao exame no momento da abordagem.
Entretanto, consideramos que a impossibilidade da realizacdo do exame nao
compromete os resultados aqui apresentados. Afinal, caso fosse encontrado o DNA
de M. leprae em amostras de swab nasal, isso ndo necessariamente significaria
infeccdo, mas simplesmente o transporte do bacilo, podendo esse individuo ser
apenas um vetor passivo. Aléem disso, métodos para detecdo de M. leprae com base
em técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos apresentam baixa sensibilidade
(DONOGHUE et al., 2001; JADHAVI et al., 2001; TORRES et al., 2003; ALMEIDA et
al., 2004; BANG et al., 2009; BANERJEE et al., 2010). Por esses motivos, ndo se
pode afirmar, com a necesséria seguranca, que esse teste seja determinante para a
realizacdo de estudos de deteccdo de infec¢do subclinica de hanseniase (PATTYN

et al., 1993; DE WITT et al., 1993; PATROCINIO et al., 2005).
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Portanto, nosso estudo indica que houve uma menor producdo de anticorpos anti-
PGL-I em individuos infectados pelo HIV, que pode indicar uma baixa taxa de
infeccdo subclinica por M. leprae ou uma baixa produtividade especifica desses
anticorpos, ou ambas as hipoteses. A desregulacdo de linfocitos B em individuos

infectados pelo HIV pode ser a causa da baixa producao de anticorpos anti-PGL-I.
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7 CONCLUSOES

O grupo formado por pacientes infectados pelo HIV apresentou taxa de
soropositividade anti-PGL-l significativamente menor que o grupo de
individuos nao infectados pelo HIV.

N&o houve correlacdo do estado de imunossupressao do paciente com o
resultado da sorologia anti-PGL-I.

Os individuos infectados pelo HIV, juntamente com os individuos nao
infectados pelo HIV que apresentaram sorologia anti-PGL-I positiva mas sao
assintomaticos podem estar contribuindo para a circulacdo de M. leprae no

ambiente.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1) TITULO DAS PESQUISAS: Importancia do contato com hanseniano e Sindrome

de Reconstituicdo Imunoldgica em pacientes HIV positivos.
2) PESQUISADOR: Brunela Pitanga Ramos Madureira
3) COORDENADOR DA PESQUISA: Patricia D. Deps

4) DIREITOS: Este termo de consentimento informara sobre o estudo o qual vocé

esta sendo convidado a participar.

Antes de tomar conhecimento de qualquer coisa, é importante que vocé saiba que
sua participacdo € inteiramente voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar deste

estudo, sem que nenhum prejuizo decorra desta deciséo.

A informacdo obtida a partir deste estudo sera publicada, porém a sua identidade
sera mantida em sigilo todas as vezes, bem como em qualquer publicacdo futura

gue vier a resultar deste estudo.

5) JUSTIFICATIVA: Este estudo destina-se ao conhecimento das doengas
dermatolégicas mais freqlentes entre as pessoas infectadas pelo HIV. Uma
segunda parte do estudo, verifica a frequéncia de infeccéo pelo agente causador da
hanseniase através de aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais naqueles

pacientes que relatarem contato com hansenianos.
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Os conhecimentos originados deste estudo podem trazer aplicacdes diretas na
atuacdo das equipes do Programa de Controle da Hanseniase e da HIV/AIDS a

respeito dos casos diagnosticados com problemas dermatoldgicos e hanseniase.

6) OBJETIVOS:

- Identificar as caracteristicas clinica e epidemiolégica das doencas cutadneas em

pacientes infectados com HIV.

- Descrever as caracteristicas clinicas da hanseniase em pacientes infectados pelo

HIV.

- Conhecer o grau de contato entre os pacientes infectados pelo HIV e hansenianos.

- Conhecer a producao de anticorpos anti-PGL-1 nos pacientes infectados pelo HIV

que tiveram contato com hansenianos.

7) PROCEDIMENTOS: Preenchimento de questionario formulado especialmente
para essa pesquisa; exame dermatoldgico das lesGes cutaneas, coleta de soro nos
pacientes que relatarem contato com hansenianos, e nos pacientes com lesdes

suspeitas de hanseniase, serdo realizadas biopsia e baciloscopia.

8) DESCONFORTO E/OU RISCOS ESPERADOS: Nao havera nenhum desconforto
adicional aos pacientes que seja imputado a pesquisa nagueles pacientes que néo
apresentarem lesfes cutaneas ou quem nao relatar contato com hansenianos.
Entretanto, nos pacientes portadores de lesdes suspeitas de hanseniase, a coleta de
sangue e biopsia; e baciloscopia nos casos confirmados histologicamente de

hanseniase. Os pacientes serdo acompanhados pelos pesquisadores durante o
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tratamento. Serdo seguidas todas as normas exigidas pela Comissdo de Etica para

Pesquisas em seres humanos.

9) BENEFICIOS: Vigilia constante dos aspectos clinicos dermatologicos implicados

no diagnostico da leséo cutanea, inclusive durante o tratamento da hanseniase.

10) INFORMACOES ADICIONAIS: Os pacientes ou responsaveis tém a garantia de
que qualquer duvida relacionada a pesquisa sera prontamente esclarecida nas
Unidades de Saude onde estardo em tratamento ou diretamente com o pesquisador

no Ambulatorio de Pesquisa Clinica em Dermatologia no HUCAM.

11) RETIRADA DO CONSENTIMENTO: Uma vez aceito para participagdo no
estudo, o paciente podera ndo mais participar a qualquer momento, por vontade
propria, bastando comunicar aos pesquisadores responsaveis, sem penalizacao

alguma ou prejuizo ao seu cuidado ou atendimento de rotina.
13) CONSENTIMENTO:

Eu, , portador da

Cl , € certifico que conhecendo as informagdes sobre a

pesquisa, estou de acordo e autorizo a minha participacdo bem como a utilizacao

destes dados e matérias coletados em publica¢cfes cientificas da area de Saude.

Data:

Assinatura:

Pesquisador ou Medico Assistente:
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Abstract

The present study investigated subclinical Mycobacterium leprae infection in
human immunodeficiency virus infected or uninfected individuals by measuring
antibodies against M. leprae phenolic glycolipid I. It also sought to establish whether the
serology results correlated with the HIV-infected participants’ state of
immunosuppression. This was a cross-sectional study that analysed the anti-PGL-I IgM

antibody levels in 350 HIV-infected and 350 non-HIV-infected individuals. The possible
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correlation between the state of immunosuppression of the HIV-infected participants
(CD4+ cell count, viral load and the use or not of antiretroviral therapy) and anti-PGL-I
seropositivity was assessed. The chi-square test for proportions was used to compare
the proportion of PGL-I positivity between the groups. The non-parametric Mann-
Whitney test was used to compare the metric variables between the groups, as the
assumption of normality required for the use of parametric tests was rejected. The
significance level was set at 5% (0.05). Multivariate analysis was performed using the
Hosmer-Lemeshow test for logistic regression. Approximately 6% (21/350) of the HIV-
infected participants and 29.1% (102/350) of the non-HIV-infected were anti-PGL-I
antibody seropositive. The number of anti-PGL-I antibody seropositive individuals was
approximately five-fold higher in the non-HIV-infected group, compared with the HIV-
infected group. There was no significant correlation between the state of
immunosuppression of the HIV-infected participants and the anti-PGL-1 serology
results. The measurement of anti-PGL-I IgM antibodies exhibits 80-100% sensitivity
among multibacillary cases but only 14-40% sensitivity among paucibacillary cases.
This was methodological limitation. The HIV-infected individuals exhibited less anti-
PGL-I antibody production relative to the control group, which may indicate a lower rate
of subclinical M. leprae infection and/or lower specific production of this antibody. B cell
dysregulation might cause the low anti-PGL-I antibody production in HIV-infected
individuals. The patients’ state of immunosuppression did not correlate with the anti-
PGL-I serology results.

Key-words: leprosy, HIV, coinfection, subclinical infection, anti-PGL-I, Mycobacterium

leprae

Introduction

Human immunodeficiency virus (HIV) infection directly affects CD4+ receptor-
expressing T cells and the progression of HIV infection results in the progressive
depletion of these immune cells, which reduces the organism’s ability to combat
opportunistic diseases such as tuberculosis [1]-[2]. Some studies have shown that the
risk of disease is 20-fold higher among HIV-seropositive individuals with latent
Mycobacterium tuberculosis infection relative to HIV-seronegative individuals[1]. A

greater risk of disease or manifestation of the most severe forms of leprosy would also
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be expected, given the biological similarities between M. tuberculosis and M. leprae. This
hypothesis was seemingly confirmed in an animal model, as rhesus macaques
simultaneously infected with M. leprae and simian immunodeficiency virus (SIV)
developed lepromatous leprosy [3]-[6]. However, epidemiological studies did not find
an increased risk of disease or development of the most severe form of disease among
HIV-seropositive individuals [7]-[14].

In contrast to latent tuberculosis, for which the tuberculin skin test and
QUANTIFERON®-TB Gold (Qiagen, Venlo, Netherlands) are available [15], the only
effective immunologic tool with which to assess M. leprae infection is a serology test to
detect antibodies against phenolic glycolipid I (PGL-I) [16]-[20]. Investigation of anti-
PGL-I in the contact persons of individuals diagnosed with leprosy allows the detection
of seropositive cases that might be at a higher risk of disease and consequently achieves
better monitoring and reduces the transmission of disease. In addition, this test may
serve to estimate the magnitude of leprosy in a given area [21]-[26]

Although several studies on anti-PGL-I antibody seroprevalence have been
conducted in countries endemic for leprosy as well as in non-endemic countries [26]-
[43], the anti-PGL-I antibody seroprevalence among HIV-infected individuals has not yet
been duly estimated. This situation is mainly due to the long incubation period and low
incidence of leprosy. The only studies conducted in this regard assessed the HIV
infection seroprevalence only among individuals with leprosy, whereas others made
comparisons to a control group without leprosy [13]. These studies found wide
variations in the rate of HIV infection among individuals with leprosy (0.3-33%) and
most did not find significant differences in the HIV infection seroprevalence between
cases and controls [8]-[11], [14], [44]-[50]. However, the results of these studies should
be analysed cautiously, as the studies differed in design and inclusion criteria and the
methods used were not described in full detail. In 1993 a different approach was applied
by Gonzalez-Abreu et al. in Cuba [51]. Those authors investigated the M. leprae infection
seroprevalence among HIV-infected individuals and found a greater percentage of anti-
PGL-I positive cases among the HIV-infected individuals than among the non-infected
ones. However, the cut-off point selected for the technique was 0.16 and the study was
conducted before the advent of highly active antiretroviral therapy (HAART).

In 2004 Dr Ben Naafs et al. conducted a study with the same purpose in Tanzania

(personal communication) but never published the results. Those authors used an
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enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect the presence of anti-PGL-I
antibodies to assess the occurrence of subclinical M. leprae infection in a group of HIV-
infected individuals who had not been subjected to antiretroviral therapy (ART) and a
group of non-HIV-infected individuals. In contrast to Gonzalez-Abreu et al, Naafs et al
found that the number of individuals with a positive anti-PGL-I antibody test was much
lower among the cases with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) when
compared with healthy controls. According to those authors, a possible explanation for
this finding involves the assumption that HIV-infected individuals with
immunodeficiency do not respond normally to contact with other antigens.

Given the controversial results of the two studies mentioned above, we sought to
investigate whether subclinical M. leprae infection is truly more frequent among HIV-
infected individuals and whether there is an association between the serology results

and the state of immunosuppression (CD4+ count, viral load, use or not of HAART).

Materials and methods

Study design

The present study was a cross-sectional study that analysed the serum anti-PGL-I
levels, as determined via ELISA, of a group of 350 HIV-infected individuals and a group
of 350 non-HIV infected individuals.

Study population, setting and duration

The study population comprised two groups: a group of individuals with HIV
infection and a control group composed of individuals without HIV infection. All
participants resided in the Great Vitéria Metropolitan region (GVMR) and were age
range- and gender-matched.

The study was conducted over an 18-month period from August 2010 to
February 2012 at the Outpatient Dermatology and AIDS Research Clinic, Cassiano
Antonio de Moraes University Hospital (Hospital Universitario Cassiano Antonio de
Moraes; HUCAM). HUCAM is located in the municipality of Vitéria and is considered the
largest public hospital in the state of Espirito Santo, Brazil, based on the number and

high complexity of cases. Most patients treated at HUCAM reside in the GVMR, which
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includes the municipalities of Vitoria, Vila Velha, Viana, Serra, Guarapari and Cariacica.
The incidence rates of leprosy and AIDS corresponding to the GVMR, Espirito Santo and

Brazil are described in Table 1 for the purpose of epidemiological contextualisation.

Data collection

HIV-positive individuals were invited to participate in the study upon visiting the
HIV/AIDS and Dermatology Clinical Research Services or the HUCAM Laboratory to
collect blood samples for assessments of their CD4+ cell counts and viral loads.
Approximately 85.6% of this group was using HAART at the time of recruitment,
according to the recommendations for ART in HIV-infected adults formulated by the
Brazilian Health Ministry [52]. The control group (no HIV infection) was randomly
selected while performing routine blood sample collections requested by other HUCAM

services.

Inclusion criteria

The group of cases included individuals from both genders who were older than
18 years of age; these participants had confirmed HIV/AIDS diagnoses by means of
ELISA and western blotting and included those at any stage of disease who resided in
the GVMR, regardless of ART use.

The control group also comprised individuals residing in the GVMR who were
age- and gender-matched to participants in the group of cases and had been subjected to

the HIV Rapid Check (immunochromatographic) test.

Laboratory procedures

Anti-PGL-I determination by ELISA

The ELISA immunoenzymatic screening test was conducted at the Leprosy
Laboratory of the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) to detect anti-PGL-I IgM
antibodies. Peripheral blood samples were collected in vacutainer tubes without
heparin, incubated at room temperature and processed to obtain serum. The obtained
serum was aliquoted and stored at -20°C until use.

To quantify the anti-PGL-I IgM antibodies, NO-D-BSA (antigen) was absorbed by

microplate wells at a concentration of 0.25 pl/mL for 24 hours. After this period, the
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wells were washed with phosphate-buffered saline containing 0.3% Tween (PBS/T) and
blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) in TBS/T for one hour at 37°C. The wells
were again washed and serum samples diluted 1:100 in PBS/1% BSA were added to the
plate. Following a one-hour incubation period, the wells were again washed and a
peroxidase-conjugated anti-human IgM antibody (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA) was added to the wells. Following a one-hour incubation at 37°C, the wells
were again washed and treated with the substrate 3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine
(Sigma). The reaction was interrupted by adding 50 pL of 2.5 N sulphuric acid, and the
colorimetric intensity was determined at 450 nm using a microplate reader. All sera
were tested in duplicate, and the results obtained via ELISA were expressed as an
average of the two absorption values. The cut-off point for positivity was an optical
density value (OD) of 0.25. Individuals with an OD between 0.25 and 0.4 were

considered weakly positive.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistical Package for the Social
Sciences, version 19.0 (SPSS 19.0) for Windows 2000 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). The
chi-square test for proportions was used to compare the proportion of PGL-I positivity
between the groups. The non-parametric Mann-Whitney test was used to compare the
metric variables between the groups, as the assumption of normality required for the
use of parametric tests was rejected. The significance level was set at 5% (0.05).

Cross tabulation sumarizes categorical data to create a contingency table. Cross
tabulation and chi-square test were used to analyse categorical data. They provide a
picture of the interrelation between two variables. When the p-valor is significant (<
0.050) the hiphotesis must be rejected, it means, there is correlation between the tested
variables. Multivariate analysis/ logistic regression was performed using the Hosmer-

Lemeshow test (Table S1).

Ethical issues

This study was approved by the research ethics committee of the Centre of
Health Sciences, Federal University of Espirito Santo (Universidade Federal do Espirito

Santo; UFES), record no. 029/07 and conforms to the Declaration of Helsinki. All data
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analyzed were anonymized. Participation was voluntary, and participants signed an

informed consent form.

Results

The study population comprised 350 HIV-seropositive individuals (cases) and
350 HIV-seronegative individuals (controls); all participants resided in the GVMR. Only
21 participants (6%) in the group of cases exhibited positive anti-PGL-I serology versus
102 (29.1%) in the control group (Table 1); this difference was statistically significant (p
< 0.05). The number of individuals in the control group with positive anti-PGL-I
immunoglobulin (Ig) M serology was five-fold higher than that from the group of cases,
and this difference was statistically significant (p < 0.05; Table 2).

The serum anti-PGL-I IgM antibody levels of all individuals in the present study
are depicted in Figure 1. Although heterogeneity was present in the responses, a
difference in the response level was observed between the groups.

Among the 21 participants positive for both HIV and anti-PGL-I antibodies, 81%
were using HAART, 85.7% had a CD4+ cell count > 350, and 71.4% had an undetectable
viral load. Positive anti-PGL-I antibody serology was more frequent among men (p <
0.05). The anti-PGL-I antibody positive and negative individuals did not differ
significantly with respect to the variables of CD4+ cell count, viral load, and use or not of
HAART (Table 2). The distribution of these 21 participants across the GVMR was
uniform; each participant resided in a different neighbourhood and no two belonged to
the same family. Only one of these individuals had been diagnosed with leprosy
(dimorphic tuberculoid) and had finished treatment by the time of blood sample

collection.

Discussion

The frequency of mycobacterial infections has increased since the onset of the
HIV epidemic. Surprisingly, this trend was not detected in most studies that investigated
HIV and leprosy co-infection in the 1990s [7]-[14]. This association changed following
the introduction of antiretroviral therapy (HAART). Several studies about co-infection

described leprosy as an immune reconstitution syndrome [53]-[63]. According to some
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authors, the prevalence of leprosy increased among HIV-infected individuals[62], [64]-
[65].

To investigate the rate of subclinical M. leprae infection among HIV-infected
individuals, we used the most widely employed and standardised resource: the
measurement of anti-PGL-I IgM antibodies. The measurement of anti-PGL-I IgM
antibodies exhibits 98% specificity and 80-100% sensitivity among multibacillary cases
but only 14-40% sensitivity among paucibacillary cases [17]. This methodological
limitation may have interfered not only with our results but also with those of previous
studies conducted with the same purpose. According to this method, the rates of anti-
PGL-I antibody seropositivity were 6% in the group of HIV-infected participants and
29.1% in the control group (without HIV infection); in other words, five-fold more
frequent in the latter relative to the former.

Our results disagree with those reported from a study conducted in Cuba by
Gonzalez-Abreu et al. (1993), who found a higher proportion of anti-PGL-I-positive
individuals in a group of HIV-infected individuals relative to the control group [51].
Those authors measured the anti-PGL-I antibody levels in three groups: the HIV-infected
group, in which 14.8% (65/437) of the individuals were anti-PGL-I-positive; the blood
donor group (assumed to be non-HIV-infected), in which 1.27% (4/313) were anti-PGL-
[-positive and the group representing the overall population, in which 3.02%
(423/13,970) were anti-PGL-I-positive[51]. Another divergence from our study
concerns the proportion of cases that exhibited an OD > 0.4, which was 10-fold higher in
the group of HIV-infected individuals relative to the control group in the Gonzalez-Abreu
et al. study but eight-fold higher in the control group in our study.

Anti-PGL-I serology as a tool for M. leprae infection diagnosis in healthy
individuals has been used in serological surveys [22]-[23], [66] as well as in studies of
the contacts of leprosy patients and healthy controls [67],[11]. Some studies have found
that in endemic areas, anti-PGL-I seropositivity varied as a function of the local disease
prevalence, indicating the ability of this test to demonstrate the exposure level of a given
population to M. leprae in addition to confirming that subclinical infection is more
common than actual disease [22]-[25].

The rate of anti-PGL-I seropositivity found in the control group (non-HIV-
infected), at 29.1%, was higher than the rates reported by most studies conducted in

endemic, highly endemic and hyper-endemic areas [26]-[43]. This finding cannot be
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overlooked, given that M. leprae does circulate in the investigated area and that
asymptomatic individuals participate in the chain of transmission, thus favouring the
exposure of susceptible individuals.

The fact that in our study the anti-PGL-I seropositivity rate corresponding to HIV-
infected individuals was only 6% is quite intriguing, given that we matched the groups
(HIV-infected or not) according to geographic area, age and gender. Based on the results
of our study, we conclude that the immune response against M. leprae antigens was poor
in the HIV-infected individuals, most likely because of B cell dysregulation. Although
serological tests are routinely used in to investigate co-infection in HIV-infected
individuals, some reports indicate that the results of serology tests for diseases such as
toxoplasmosis and deep mycoses are dubious in these cases because of deficient
production of antibodies against the corresponding microorganisms|[68]-[70].
Therefore, the HIV-infected and non-HIV-infected individuals in our study who were
anti-PGL-I seropositive but asymptomatic may be contributing to the circulation of M.
leprae in the environment. This hypothesis is supported by the fact that the control
group, which assumedly has normal antibody production, exhibited strong anti-PGL-I
positivity (OD > 0.4) and that this response was 8.4-fold more frequent in the control
group than in the HIV-infected group.

Among the 21 HIV-infected individuals in our study with positive anti-PGL-I
serology, 81% were using HAART, 85.7% had CD4+ cell counts > 350, and 71.4% had
undetectable viral loads. However, when using these variables to investigate a possible
correlation between the immunosuppression state and anti-PGL-I serology results, we
did not find significant differences(Table 2). We expected that under HAART, anti-PGL-I
antibody production would increase consequent to immune reconstitution, leading to a
new recognition of the PGL-I antigen or the improvement of a latent recognition system;
however, this was not the case. As known, in chronic HIV infection the regulatory T cell
numbers are increased, and these cells are recognised as suppressors of antigen-specific
CD4+ and CD8+ cell responses and controllers of pathogen-induced inappropriate or
exaggerated immune activation [71]-[72]. Following HAART activity, the CD8+ cell
population increases together with antibody production, indicating T cell activation.
Suppressor CD8+ cells produce interleukin 4, which favours antibody production. For

these reasons, the results of our study are paradoxical.
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Some studies indicate that the combined investigation of M. leprae in the nasal
mucosa by means of polymerase chain reaction (PCR) and the measurement of anti-PGL-
[ antibodies represents a satisfactory method with which to detect subclinical leprosy
[73]. In fact, we had initially planned to collect nasal mucosa samples to investigate the
presence of M. leprae via PCR-based DNA amplification. However, we could not perform
this test because of the participants’ lack of adherence upon being contacted.
Nevertheless, we believe that the impossibility of performing this test does not
compromise the results described herein. The reason is that the eventual detection of M.
leprae in the nasal swab sample of an individual would not necessarily have indicated
infection but the mere transport of bacilli, and the individual may have been only a
passive vector. In addition, the sensitivity of the nucleic acid amplification-based M.
leprae detection techniques is low [74]-[79]. On those grounds, it is not possible to
assert with full certainty that the PCR-based test is a determinant of the performance of
studies aimed at detecting subclinical leprosy [80]-[82].

In conclusion, our study found reduced anti-PGL-I antibody production in HIV-
infected individuals, which may indicate a lower rate of subclinical M. leprae infection
and/or lower specific production of these antibodies. B cell dysregulation may be the
cause of the low anti-PGL-I antibody production in HIV-infected individuals. The
immunosuppression state in these patients did not correlate with the anti-PGL-I

serology results.

Acknowledgments

Fernando José de Souza and all of those who assisted at the Clinical Analysis
Laboratory at HUCAM and Professor Rodrigo Ribeiro Rodrigues for supplying the “HIV
Rapid Check”.

References

1. Reid A, Scano F, Haileyesus G, Williams B, Dye C et al. (2006) Towards universal
access to HIV prevention, treatment, care, end support: the role of tuberculosis/HIV

collaboration. Lancet Infect 6: 483-495.



107

2. Godfrey-Faussett P, Maher D, Mukadi YD, Nunn P, Perriens ], et al. (2002) How
human immunodeficiency virus voluntary testing can contribute to tuberculosis control.
Bulletin of the World Health Organization 80: 939-945.

3. Gormus BJ, Murphey-Corb M, Martin LN, Zhang ]Y, Baskin GB, et al. (1989)
Interactions between simian immunodeficiency virus and Mycobacterium leprae in
experimentally inoculated rhesus monkeys. ] Infect1Dis, 760:405-413.

4., Baskin GB, Gormus B |, Martin LN, Murphey-Corb M, Walsh GP, et al. (1990)
Pathology of dual Mycobacterium leprae and simian immunodeficiency virus infection in
rhesus monkeys. Int ] Lepr; 58(2):358-364

5. Gormus, B.]. (1994) HIV infection and leprosy. Int. ]. Leprosy; 62: 610-611.

6. Gormus BJ, Murphey-Corb M, Martin LN, Baskin GB, Mack PA, et al. (1998)
Impaired responses to Mycobacterium leprae antigens in rhesus monkeys
experimentally inoculated with simian immunodeficiency virus and M. leprae. Lepr Rev.
69: 24-39.

7. Ponnighaus JM, Mwanjasi L], Fine PE, Shaw MA, Turner AC, et al. (1991) Is HIV
infection a risk factor for leprosy? Int ] Lepr Other Mycobact Dis 59 (2): 221-228

8. Sekar B, Jayasheela M, Chattopadhya D, Anandan D, Rathinavel L, et al. (1994)
Prevalence of HIV infection and high-risk characteristics among leprosy patients of
south India; a case-control study.Int ] Lepr Other Mycobact Dis 62 (4): 527-531.

0. Andrade VL, Alves TM, Avelleira JCR, Bayona M. (1997) Incidence of HIV-1 in
leprosy patients in Rio de Janeiro, Brazil. Acta Leprol 10:159-163.

10.  Lienhardt C, Kamate B, Jamet P, Tounkara A, Faye OC, et al. (1996) Effect of HIV
infection on leprosy: a three years survey in Bamako, Mali. Int ] Leprosy 64: 383-391.

11. Machado P, David Y, Pedroso C, Brites C, Barral A, et al. (1998). Leprosy and HIV
infection in Bahia, Brazil. Int ] Lepr Other Mycobact Dis 66 (2): 227-229.

12.  Naafs B (2004). Algumas observacgdes realizadas em 2003. Hansen Int 29 (1): 51-
54

13. Ustianowski AP, Lawn SD, Lockwood DN (2006) Interactions between HIV
infection and leprosy: a paradox. Lancet Infect Dis 6: 350- 360. 15. Dockrell HM, Geluk A,
Brennan P, Saunderson PR, Oskam L, et al. (2011) Report on the sixth meeting of the
IDEAL (Initiative for Diagnostic and Epidemiological Assays for Leprosy) consortium

held in Beijing, China on 23-25 August 2010. Lepr Rev 82: 80-85.



108

14.  Deps PD, Gripp CG, Madureira BP & Lucas EA (2008). Immune reconstitution
syndrome associated with leprosy: two cases. Int ] STD AIDS 19 (2):135-136

15. Dockrell HM, Geluk A, Brennan P, Saunderson PR, Oskam L, et al. (2011) Report
on the sixth meeting of the IDEAL (Initiative for Diagnostic and Epidemiological Assays
for Leprosy) consortium held in Beijing, China on 23-25 August 2010. Lepr Rev 82: 80-
85.

16.  Cho SN, Cellona RV, Villahermosa LG, Fajardo TT, Balagon MV, et al (2001)
Detection of phenolic glycolipid I of Mycobacterium leprae in sera from leprosy patients
before and after start of multidrug therapy. Clinical Diagnostic Lab Immunology. 8 (1):
138-142.

17.  Oskam L, Slim E, Buhrer-Sekula S (2003) Serology: recent developments,
strengths, limitations and prospects: a state of the art overview. Lepr Rev 74: 196-205.
18. Martins AC, Miranda A, Oliveira ML, Buhrer-Sekula S, Martinez A (2010). Nasal
mucosa study of leprosy contacts with positive serology for the phenolic glycolipid 1
antigen. Braz ] Otorhinolaryngol. 76 (5): 579-587.

19.  Duthie MS, Hay MN, Rada EM, Convit J, Ito L, et al. (2011) Specific IgG antibody
responses may be used to monitor leprosy treatment efficacy and as recurrence
prognostic markers. Eur ] Clin Microbiol Infect Dis 30(10):1257-1265

20. Lobato ], Costa MP, Reis EM, Gongalves MA, Spencer ]S, et al. (2011) Comparison
of three immunological tests for leprosy diagnosis and detection of subclinical infection.
Lepr Rev 82 (4): 389-401.

21.  Biihrer-Sekula S. (2008) Sorologia PGL-I na hanseniase. Rev. Soc. Bras. Med. Trop.
41(2): 3-5.

22.  Bagshawe AF, Garsia R], Baumgart K, Astbury L (1990) IgM serum antibodies to
phenolic glycolipid-I and clinical leprosy: two years’ observation in a community with
hyperendemic leprosy. Int ] Lepr Other Mycobact Dis 58 (1): 25-30.

23. Baumgart KW, Britton W], Mullins R], Basten A, Barnetson RS (1993) Subclinical
infection with Mycobacterium leprae - a problem for leprosy control strategies. Trans R
Soc Trop Med Hyg 87(4): 412-415.

24. Ponnighaus JM, Fine PE, Sterne JA, Bliss L, Wilson R], et al.(1994) Incidence rates
of leprosy in Karonga District, northern Malawi: patterns by age, sex, BCG status and

classification. 62(1):10-23.



109

25. Moet FJ, Pahan D, Schuring RP, Oskam L, Richardus JH (2006) Physical distance,
genetic relationship, age, and leprosy classification are independent risk factors for
leprosy in contacts of patients with leprosy. J Infect Dis 193: 346-353.

26.  Barreto ]G, Guimaraes LS, Frade MAC, Rosa PS, Salgado CG (2012) High rates of
undiagnosed leprosy and subclinical infection amongst school children in the Amazon
Region. Mem Inst Oswaldo Cruz 107 (1): 60-67.

27.  Fine PE, Ponnighaus JM, Burgess P, Clarkson JA, Drapper CC (1998)
Seroepidemiological studies of leprosy in northern Malawi based on an enzyme-linked
immunosorbent assay using synthetic glycoconjugate antigen. Int ] Lepr Other Mycobact
Dis 56: 243-254.

28. Cartel JL, Chanteau S, Boutin JP, Plichart R, Richez P, et al. (1990) Assessment of
anti-phenolic glycolipid-I IgM levels using an ELISA for detection of M. leprae infection
in populations of the South Pacific Islands. Int | of Lepr and Other Mycob Dis 58: 512-
517.

29. Groenen G, Pattyn SR, Ghys P, Tshilumba K, Kuykens L, et al. (1990) A
longitudinal study of the incidence of leprosy in a hyperendemic area in Zaire, with
special reference to PGL-antibody results. International Journal of Leprosy and Other
Mycobacteriology Diseases 58: 641-650.

30. Douglas JT, Steven LM, Hirsch DS, Fujiwara T, Nelson KE, et al. (1992) Evaluation
of four semi-synthetic Mycobacterium leprae antigens with sera from healthy
populations in endemic and non-endemic areas. Lepr Rev 63: 199-210

31. Cellona RV, Walsh GP, Fajardo TT, Abalos RM, dela Cruz EC, et al. (1993). Cross-
sectional assessment of ELISA reactivity in leprosy patients, contacts, and normal
population using the semisynthetic antigen natural disaccharide octyl bovine serum
albumin (ND-0-BSA) in Cebu, The Philippines. Int ] of Lep and Other Mycob Dis 61: 192-
198.

32.  van Beers SM, Izumi S, Madjid B, Maeda Y, Day R, et al. (1994) An epidemiological
study of leprosy infection by serology and polymerase chain reaction. Int | of Leprosy
and Other Mycob Dis 62: 1-9.

33. Gonzalez-Abreu E, Pon JA, Hernadez P, Rodrigues ], Mendoza E et al. (1996)
Serological reactivity to a synthetic analog of phenolic glycolipid I and early detection of

leprosy in an area of low endemicity. Leprosy Review 67: 4-12.



110

34. van Beers S, Hatta M, Klatser PR (1999) Seroprevalence rates of antibodies to
phenolic glycolipid-I among school children as an indicator of leprosy endemicity.
Annals Academy of Medicine Singapore 67: 243-249.

35. Brasil MTLRF, Oliveira LR, Melo CS, Nakamura PM, Rimoli NS, et al. (1998)
Aplicacdo do teste ELISA anti-PGL-1 em localidade com alta endemicidade de
hanseniase, na regiao norte do estado de Sao Paulo. Hansen. Int. 23 (2): 35-38.

36. Bakker MI, Hatta M, Kwenang A, Faber WR, van Beers SM, et al. (2004) Population
survey to determine risk factors for Mycobacterium leprae transmission and infection.
Int ] Epidemiol 33: 1329-1336.

37. Bakker MI, Hatta M, Kwenang A, van Mosseveld P, Faber WR, et al. (2006) Risk
factors for developing leprosy: a population-based cohort study in Indonesia. Lepr Rev.
77(1):48-61.

38. Biihrer-Sékula S, van Beers S, Oskam L, Lecco R, Madeira ES, et al. (2008) The
relation between seroprevalence of antibodies against phenolic glycolipid-I among
school children and leprosy endemicity in Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 41 (2):81-88.
39. Silva RC, Lyon S, Araos R, Lyon AC, Grossi MAF et al. (2008) Comportamento dos
testes soroldgicos ML Flow e ELISA (PGL-I) em areas endémica e ndao endémica de
hanseniase. Rev Soc Bras Med Trop 41:19-22.

40.  Frota CC, Freitas MV, Foss NT, Lima LN, Rodrigues LC, et al. (2010) Seropositivity
to anti-phenolic glycolipid-I in leprosy cases, contacts and no known contacts of leprosy
in an endemic and a non-endemic area in northeast Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg
104(7):490-495.

41. Barreto ]G, Guimaraes LS, Ledo MR, Ferreira DV, Lima RA, et al. (2011) Anti-PGL-I
seroepidemiology in leprosy cases: household contacts and school children from a
hyperendemic municipality of the Brazilian Amazon. Lepr Rev 82: 358-370.

42, Stefani MM, Grassi AB, Sampaio LH, Sousa AL, Costa MB et al. (2012). Comparison
of two rapid tests for anti- phenolic glycolipid- I serology in Brazil and Nepal. Mem Inst
Oswaldo Cruz 107: 124-131.

43, Hungria EM, Oliveira RM, Souza AL, Costa MB, Souza VN, et al. (2012)
Seroreactivity to new Mycobacterium leprae protein antigens in different leprosy-

endemic regions in Brazil. Mem Inst Osw Cruz 107 (1)104-111.



111

44, Leonard G, Sangare A, Verdier M, Sassou-Guesseau E, Petit G, et al. (1990)
Prevalence of HIV infection among patients with leprosy in African countries and
Yemen. ] Acquir Immune Defic Syndr 3(11):1109-1113.

45, Tekle-Haimanot R, Frommel D, Tadesse T, Verdier M, Abebe M, et al. (1991) A
survey of HTLV-1 and HIVs in Ethiopian leprosy patients. AIDS 5 (1): 108-110.

46. Frommel D, Tekle-Haimanot R, Verdier M, Negesse Y, Bulto T, et al. (1994) HIV
infection and leprosy:a four -year survey in Ethiopia. Lancet 344:165-166.

47.  Gebre S, Saunderson P, Messele T, Byass P (2000) The effect of HIV status on the
clinical picture of leprosy: a prospective study in Ethiopia. Lepr Rev 71(3):338-343.

48. Hussain T, Kulshreshtha K, Ghei SK, Natarajan M, Katoch A, et al. (2000) HIV
seroprevalence in leprosy patients. Int ] Lepr 68 (1): 67-69.

49. Moses AE, Adelowo KA, Ajayi BB (2003) Prevalence of HIV-1 infection among
patients with leprosy and pulmonary tuberculosis in a semiarid region, Nigeria. ] R Soc
Health 123: 117-1109.

50. Hussain T, Sinha S, Kulshreshtha KK (2005) Seroprevalence of HIV infection
among leprosy patients in Agra, India: trends and perspective. Int ] Lepr Other Mycobact
Dis 73 (2):93-99.

51. 51. Gonzalez-Abreu E, Rodriquez ME, Pérez |, Rodrigues ], Gonzalez A (1993)
PGL-I antibody in HIV infected patients. Lepr Rev 64 (3): 275-276.

52.  Ministério da Satude (2013) Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
DST, Aids e Hepatites Virais. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infeccdo pelo HIV em adultos.

53. Landay AL, Bettendorf D, Chan E, Spritzler |, Schmitz JL, et al.(2002) Evidence of
immune reconstitution in anti-retroviral drug-experienced patients with advanced HIV
disease. AIDS Res Hum Retroviruses 18 (2), 95-102.

54. Lawn SD, Wood C, Lockwood DN (2003) Borderline tuberculoid leprosy: an
immune reconstitution phenomenon in a human immunodeficiency virus-infected
person. Clin Infect Dis 36 (1), e5-€6.

55.  Visco-Comandini U, Longo B, Cuzzi T et al. (2004). Tuberculoid leprosy in a
patient with AIDS: a manifestation of immune restoration syndrome. Scand. J. Infect. Dis.

36(11-12), 881-883.



112

56. Couppié P, Abel S, Voinchet H, Roussel M, Hélénon R, et al. (2004) Immune
reconstitution inflammatory syndrome associated with HIV and leprosy. Arch. Dermatol.
140(8): 997-1000.

57. Trindade MA, Valente NY, Manini MI, Takahashi MD, Anjos CF, et al. (2006) Two
patients coinfected with Mycobacterium leprae and human immunodeficiency virus type
1 and naive for antiretroviral therapy who exhibited type 1 leprosy reactions mimicking
the immune reconstitution inflammatory syndrome. J. Clin. Microbiol. 44 (12), 4616-
4618.

58. Kharkar V, Bhor UH, Mahajan S, Khopkar U (2007) Type I lepra reaction
presenting as immune reconstitution inflammatory syndrome. Indian ] Dermatol
Venereol Leprol 73(4): 253-256.

59. Martiniuk F, Rao SD, Rea TH, Glickman MS, Giovinazzo ], et al. (2007) Leprosy as
immune reconstitution inflammatory syndrome in HIV-positive persons. Emerg Infect
Dis 13(9): 1438-1440.

60. Batista MD, Porro AM, Maeda SM, Gomes EE, Yoshioka MC, et al.(2008) Leprosy
reversal reaction as immune reconstitution inflammatory syndrome in patients with
AIDS. Clin Infect Dis 46:e56-60.

61. Menezes VM, Sales AM, Illarramendi X, Miranda A, Gongalves MM, et al.(2009)
Leprosy reaction as a manifestation of immune reconstitution inflammatory syndrome:
a case series of a Brazilian cohort. AIDS 23(6), 641-643.

62. Talhari C, Mira MT, Massone C, Braga A, Chrusciak-Talhari A, et al. (2010)
Leprosy and HIV coinfection: a clinical, pathological, immunological, and therapeutic
study of a cohort from a Brazilian referral center for infectious diseases. | Infect Dis
202(3), 345-354.

63. Deps P, Lucas S, Porro AM, Maeda SM, Tomimori ], et al. (2013) Clinical and
histological features of leprosy and human immunodeficiency virus co-infection in
Brazil. Clinical and Experimental Dermatology 38(5): 470-477.

64. Couppié P, Domergue V, Clyti E, El Guedj M, Vaz T, et al. (2009) Increased
incidence of leprosy following HAART initiation: a manifestation of the immune
reconstitution disease. AIDS 23(12), 1599-1600.

65.  Vinay K, Smita ], Nikhil G, Neeta G (2009) Human immunodeficiency virus and
leprosy coinfection in Pune, India. J. Clin. Microbiol. 47(9), 2998-2999.



113

66. van der Broek ], Chum HJ, Swai R, O'Brien R] (1997) Association between leprosy
and HIV infection in Tanzania. Int ] Leprosy other Mycobact Dis 65 (2): 203-210.

67. Vijayakumaran P, Jesudasan K, Mozhi NM, Samuel JD (1998) Does MDT arrest
transmission of leprosy to household contacts? Int | Lepr Other Mycobact Dis 66: 125-
130.

68.  Singh S, Singh N, Maniar JK (1996) AIDS associated toxoplasmosis in India and its
correlation with serum tumour necrosis factor-alpha. ] Paras Dis 20(Supp 1):49-52.

69. Bhaskar R (2005) Seronegative central nervous system toxoplasmosis in
HIV/AIDS. ] Intern Med 5 (2): 9.

70.  Morején KML, Machado AA, Martinez R (2009) Paracoccidioidomycosis in
patients infected with and not infected with human immunodeficiency virus: a case
control study. Am ] Trop Med Hyg 80:359-366.

71. Belkaid Y & Rouse BT. (2005) Natural regulatory T cells in infectious disease.
Nature Immunology 6: 353-60.

72. Raghavan S & Holmgren ] (2005) CD4+CD25+ suppressor T cells regulate
pathogen induced inflammation and disease. FEMS Immunology and Medical
Microbiology, Amsterdam 44: 121-127

73.  Goulart IM & Goulart LR (2008). Leprosy: diagnostic and control challenges for a
worldwide disease. Arch Dermatol Res. 300(6):269-90.

74.  Donoghue HD, Holton ], Spigelman M (2001) PCR primers that can detect low
levels of Mycobacterium leprae DNA. ] Med Microbiol 50(2):177-182.

75.  Jadhav RS, Macdonald M, Bjune G, Oskam L (2001) Simplified PCR detection
method for nasal Mycobacterium leprae. Int | Lepr Other Mycobact Dis 69 (4): 299-307
76. Torres P, Camarena ]J, Gomez ]R, Nogueira JM, Gimeno V, et al. (2003)
Comparison of PCR mediated amplification of DNA and the classical methods for
detection of Mycobacterium leprae in different types of clinical samples in leprosy
patients and contacts. Lepr Rev 74 (1): 18-30.

77. Almeida EC, Martinez AN, Maniero VC, Sales AM, Duppre NC, et al. (2004)
Detection of Mycobacterium leprae DNA by polymerase chain reaction in the blood and
nasal secretion of Brazilian household contacts. Mem Inst Oswaldo Cruz 99(5): 509-511.
78. Bang PD, Suzuki K, Phuong le T, Chu TM, Ishii N, et al. (2009) Evaluation of
polymerase chain reaction-based detection of Mycobacterium leprae for the diagnosis of

leprosy. ] Dermatol 36(5):269-276.



114

79.  Banerjee S, Sarkar K, Gupta S, Mahapatra PS, Gupta S, et al. (2010) Multiplex PCR
technique could be an alternative approach for early detection of leprosy among close
contacts--a pilot study from India. BMC Infect Dis. 10:252.

80.  Pattyn SR, Ursi D, leven M, Grillone S, Raes V (1993). Detection of Mycobacterium
leprae by the polymerase chain reaction in nasal swabs of leprosy patients and their
contacts. Int ] Lepr 61: 389-393.

81. De Wit MYL, Douglas JT, Mcfadden ], Klatser PR (1993) Polymerase chain reaction
for detection of Mycobacterium leprae in nasal swab specimens. ] Clin Microb 31: 502-
506.

82. Patrocinio LG, Goulart IM, Goulart LR, Patrocinio JA, Ferreira FR, et al. (2005)
Detection of Mycobacterium leprae in nasal mucosa biopsies by the polymerase chain

reaction. FEMS Immunol Med Microbiol. 44(3):311-6.

Figure legends

Figure 1. OD distribution according to the groups.
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Supporting Information

Table S1. Logistic regression

’ Patient characte ristics

Multivariate analysis

p-valor OR IC 95%
adjusted
‘ Gender
Male 0.006 4.070 1.494-11.087
‘ Female 1.000 -
Age (years)
’ 20-39 0.117 2.166 0.825-5.691
240 anos 1,000 -
’ Treatment
HAART 0.151 0.358 0.088-1.454
No HAART 1.000 -
CD4" cell count
‘ >500 1,000 -
350-500 0.619 1.362 0.403-4.605
’ <350 0.351 0.510 0.124-2.097
Viral load
’ Undetectable 0.283 1.906 0.587-6.185
Detectable 1.000 -

*Homer-Lemeshow test = 0,328 themodel fitthe data well

Tables

Table 1. Anti-PGL-1 antibodies in HIV positive and HIV negative

Serology PGL-1 Groups p-value
HIV positive HIV negative
N % n %
Negative 329 94 248 70.9 0.000
Weak positive 16 4.6 60 171 0.000
Strong positive 5 1.4 42 12 0.000
Total 350 100 350 100 -
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Table 2. Characteristics of HIV infected individuals

Patient characteristics HIV positive individuals p-valor
Serology PGL-I Negative Serology PGL-I Positive
‘ N % N %
Treatment
’ HAART 297 90,3 17 81.0 0.322
No HAART 32 9.7 4 19.0 0.322
‘ CD4+ cell count
>500 193 58.7 14 66.7 0.621
’ 350-500 58 17.6 4 19.0 0.895
<350 78 23.7 14.3 0.469
‘ Viral load
Undetectable 205 62.3 15 71.4 0.546
‘ Detectable 124 37.7 6 28.6 0.546
Gender
’ Male 124 37.7 13 61.9 0.049
Female 205 62.3 8 38.1 0.049
‘ Age (years)
20-39 112 34.0 10 47.6 0.302
’ 40-59 186 56.5 11 52.4 0.888
260 31 9.4 0 0.0 0.264
329 100 21 100 -

‘ Total
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