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RESUMO

RIBEIRO, Sandra Lucia Euzébio. Persisténcia de anticorpos antifosfolipideos na hanseniase:
elementos epidemiolégicos, clinicos e imunolégicos associados. Orientador: Dra. Maria Cristina dos
Santos. Manaus: UFAM, 2014. Tese (Doutorado em Programa Multi-institucional de Pds-graduacao
em Biotecnologia).

Anticorpos antifosfolipideos (aFL) podem ser detectados no curso de diversas infec¢fes, mas
costumam ser transitérios. Entretanto, na hanseniase tem-se observado que esses
autoanticorpos persistem por mais tempo. Os objetivos do presente estudo foram verificar a
persisténcia de anticorpos anticardiolipina (aCL) e anti-B.glicoproteina I (anti-B,GPI) em
pacientes com hanseniase, e avaliar as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
imunolégicas associadas. Trinta e oito pacientes com diagnéstico de hanseniase e positivos
para anticorpos aFL completaram o tratamento de poliquimioterapia (PQT) e foram
acompanhados por um tempo médio de 66,9 meses, quando coletou-se outra amostra para
nova pesquisa da anticorpos aFL. A deteccdo de anticorpos aCL e anti-B,GPI foi feita pela a
técnica de ELISA. A analise dos dados epidemioldgicos e clinicos foi feita por regressdo
logistica binaria multivariada. Persisténcia de anticorpos aFL foi demonstrada em 32 (84%)
dos 38 pacientes com hanseniase, tratados com PQT e em alta do tratamento PQT, seguidos
por um tempo médio de 66,9 meses. Todos 0s soros positivos eram do isotipo IgM, sendo que
16 desses pacientes (50%) apresentavam a forma virchowiana (VV). Episodios reacionais
estavam presentes em trés pacientes (9,4%). Dezessete (53,1%) continuavam usando
medicacdo (prednisona e/ou talidomida). Os valores médios de IgM foram altos, 64U/mL para
aCL e 62U/mL para anti-B,GPI. Em relagdo as varidveis trombose vascular, morbidade
gestacional, diabetes, tabagismo e etilismo ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s pacientes positivos e negativos para aFL. Na regressdo logistica demonstrou-se
significancia estatistica para as variaveis idade: (p=0,045, OR=0,91 e IC 95% 0,82-1,00),
forma clinica VV (p=0,034; OR=0,02 e IC 95% = 0,0-0,76) e indice baciloscopico (p=0,044;
OR=2,74 e IC 95% = 1,03 - 7,33). Portanto, anticorpos aFL na hanseniase, diferentemente de
outras infecgdes, persistem anos apds o tratamento em pacientes considerados “curados”. Essa
persisténcia foi influenciada pela idade, forma clinica VV e indice baciloscopico. Ndo houve
associacdo com fendmenos trombaticos.

Palavras-Chave: 1. Mycobacterium leprae - 2. Hanseniase - 3. Persisténcia
4. Anticardiolipina - 5. Anti-f, glicoproteina I 6. Anticorpos Antifosfolipideos



ABSTRACT

RIBEIRO, Sandra Lucia Euzébio. Antiphospholipid antibodies in Leprosy: associated
epidemiologic, clinic and immunologic factors. Orientador: Dra. Maria Cristina dos Santos. Manaus:
UFAM, 2014. Tese (Doutorado em Programa Multi-institucional de Pos-graduacdo em
Biotecnologia).

Antiphospholipid (aPL) antibodies may be detected during the course of many infections, but
are usually transient. In leprosy, however, these antibodies are found to linger for longer
periods. The aim of this study was to evaluate the persistence of anticardiolipin (aCL) and
anti-B, glycoprotein | (anti-B,GPI) antibodies in leprosy patients, and disclose epidemiologic,
immunologic and clinical features associated with it. Thirty-eight APL antibody positive
leprosy patients completed polychemotherapy and were followed for an average of 66,9
months, when a second sample was drawn for a new aPL testing. Enzima -linked
immunosorbent assay (ELISA) was used to measure aCL and anti-B,GPI antibodies.
Epidemiologic and clinical data were analyzed with logistic regression. Persistence of aPL
antibodies was demonstrated in 32 out of 38 leprosy patients thoroughly treated and
considered cured, studied after an average of 66,9 months of follow up. All of these sera were
IgM isotype. Sixteen of these patients (50%) presented lepromatous clinical form. Reactional
state was present in three patients (9,4%). Seventeen (53,1%) were in use of prednisone
and/or thalidomide. Observed median values of aPL antibodies were rather high (64U/mL for
aCL and 62U/mL for ap,GPI). Occurrence of vascular thrombosis, gestational morbidity,
diabetes, tobacco use and alcoholism were not different in positive and negative aPL patients.
Logistic regression showed significant association of aPL antibodies persistence and age
(p=0,045, OR=0,91 e IC 95% 0,82 - 1,00), lepromatous clinical form (p=0,034; OR=0,02 ¢ IC
95% = 0,0 - 0,76) and bacillary index (p=0,044; OR=2,74 e IC 95% = 1,03 — 7,33). aPL
antibodies in leprosy patients do persist many years after treatment. Patients’ age,
lepromatous clinical form and bacillary index were factors that influence persistence. No
thromboembolic events were registred.

Keyword: 1. Mycobacterium leprae - 2. Leprosy - 3. Persistence - 4. Anticardiolipin
5. Anti- B,glycoprotein I - 6. Antiphospholipid antibodies
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1 INTRODUCAO

A hanseniase apresenta uma particularidade importante para os clinicos e
imunologistas, pois a diversidade de resposta do hospedeiro ao agente etiologico imp&e um
desafio diagnostico e um modelo exemplar para o entendimento da resposta imune no ser
humano (MODLIN, 2010).

Classicamente a hanseniase apresenta envolvimento cutaneo e neurologico, porém o
acometimento pelo bacilo Mycobacterium leprae pode ocorrer em outros 6rgaos e sistemas,
além da pele e nervos, como olhos, rins, figado, bacgo e testiculos. As manifestacfes clinicas
da hanseniase sd@o muito variaveis e estdo relacionadas com o grau de imunidade do paciente
frente ao Mycobacterium leprae (TALHARI, 2006).

As manifestagdes reumaticas sdo relativamente comuns durante o curso da doenga, e,
em algumas ocasides, podem ser a manifestacdo inicial. O acometimento articular na
hanseniase é considerado a terceira manifestacdo mais frequente, apds as dermatoldgicas e
neuroldgicas e ocorre principalmente no curso das reacGes hansénicas em pacientes com
hanseniase virchowiana e nas formas instaveis. Entretanto, também foram descritas
manifestagdes inflamatorias articulares fora do contexto reacional, abrangendo todas as
formas clinicas da doenca. (ALCOCER et al., 1979; ATKIN et al., 1987; COSSERMELLI-
MESSINA et al., 1998; PEREIRA et al., 2009).

Quando o reumatologista investiga as doencas que comprometem os musculos, 0ssos e
articulacbes pode haver agregacdo de outros diagndsticos, mesmo nos casos em que ha
doenca de base ja estabelecida. Essas peculiaridades na analise clinica podem dificultar a
definicdo diagndstica e a conduta terapéutica. O importante ao se definir a etiologia das
queixas de forma acurada, € evitar tratamentos incorretos ou retardar o manejo adequado. A
hanseniase faz parte da lista de diagndsticos diferenciais de doengas reumaéticas, uma vez que
autoanticorpos e manifestacfes articulares e sistémicas podem estar presentes em ambas as
situacBes (DE LARRANAGA et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009).

Estudos tém descrito manifestacGes autoimunes tais como artrite, vasculite, eritema
nodoso e positividade de autoanticorpos em pacientes com hanseniase. Autoanticorpos tém
sido relatados predominantemente na hanseniase virchowiana, forma multibacilar, que
apresenta marcada resposta imune humoral. Na forma tuberculoide, paucibacilar, a resposta
imune celular é eficiente e a presenca de autoanticorpos é menos frequente (GARCIA-DE LA
TORRE, 1993; NAAFS, 1994; OTTENHOFF, 1994; RIBEIRO et al., 2009).
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Anticorpos antifosfolipideos (aFL) constituem um grupo heterogéneo de
autoanticorpos que se ligam a fosfolipideos anibnicos na presenca ou na auséncia de co-
fatores de proteinas (GALLI et al., 1990). Os anticorpos aFL representam uma familia de
imunoglobulinas das classes G e M que reagem com proteinas de plasma ligadas a
fosfolipideos de membrana ou contra fosfolipideos carregados negativamente (HARRIS et al.,
1987).

Os anticorpos aFL mais frequentemente detectados sdo anticoagulante Itpico (LAC),
anticardiolipina (aCL) e anti Bp-glicoproteina I (anti-B,GPI) (ROUBEY, 1996). Alguns destes
anticorpos podem ser detectados sob uma forma ndo patogénica em individuos saudaveis
(MANOUSSAKIS, et al.,, 1987; PETRI, 2000; SHI, et al., 1990). Em varias doencas
infecciosas bacterianas e virais também tém sido descritos (LOIZOU, et al., 1997; LEROY et
al., 1998; DE LARRANAGA et al., 2000; SANTIAGO, et al., 2001; LOIZOU et al., VON
LANDENBERG et al., 2003; RIBEIRO et al., 2011). Nestas condi¢fes, usualmente, os aFL
ndo estdo associados as complicagdes clinicas atribuidas a sindrome do anticorpo
antifosfolipideo (SAF) Roubey (1996), sendo frequentemente transitrios e podendo
desaparecer com o tratamento da infeccdo (DE LARRANAGA et al., 1999; CARRERAS et
al., 2000). Os anticorpos aFL patogénicos sao descritos em diversas doengas autoimunes,
particularmente na SAF priméria e no ldpus eritematoso sistémico (LES), estando
frequentemente associados a fendmenos trombéticos e morbidade gestacional (ASHERSON;
CERVERA, 2003).

Varios autores sugerem que anticorpos anti-B,GPI seriam marcadores mais especificos
de SAF, apresentando maior associacdo com as complicacGes tipicas da SAF e menor
frequéncia em doengas infecciosas (CABIEDES et al., MARTINUZZO et al., MCNALLY et
al., 1995; FORASTEIRO et al.,1997; GUERIN et al., 1999). Entretanto, na hanseniase, a
literatura apresenta uma ampla variacdo quanto a prevaléncia dos anticorpos anti-B,GPI, que
vai de 2,9% (ELBEIALY et al., 2000) a 89% (LOIZOU et al., 2003).

Estudo realizado na Fundacdo Alfredo da Matta (Manaus-AM), com 1.257 pacientes
com diagnostico de hanseniase foi pesquisada a frequéncia de envolvimento articular, destes,
79(6,3%) apresentaram artrite e/ou artralgia associado a hanseniase, sendo que artrite foi
encontrada em 55 (4,1%) pacientes (PEREIRA et al., 2009).

Ribeiro e colaboradores (2009) pesquisaram a frequéncia de varios autoanticorpos em
158 pacientes com diagndstico de hanseniase com e sem comprometimento articular. Neste

estudo foi detectada baixa prevaléncia de fator reumatoide (FR) anticorpo antinucleares
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(AAN), anticorpo anticitoplasma de neutréfilos (ANCA) e anticorpo antipeptideos
citrulinados ciclico (anti-CCP). Observou-se, alta positividade de anticorpos aCL e para 0 seu
cofator, a anti-B,GPI. Adicionalmente, observou-se que a positividade para anticorpos aCL
ndo diminuiu com o tempo de alta da poliquimioterapia (PQT) e, que, entre 0s pacientes em
alta, aqueles positivos para anticorpo aCL apresentavam média de tempo de alta maior do que
0S negativos. Este achado, ndo corrobora com o conceito de que a positividade dos
antifosfolipideos seja um fendmeno transitorio nas doencas infecciosas, incluindo a
hanseniase e levanta a hipdtese de que a persisténcia dos anticorpos mesmo apds a cura

bacterioldgica da doenca possa estar associada a patogenicidade.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HANSENIASE

Segundo dados da Organizacdao Mundial da Saiude (OMS), no inicio de 2012, foram
detectados 232. 857 mil novos casos de hanseniase e, para este mesmo ano, a prevaléncia
registrada foi de 189.018 mil casos no primeiro trimestre de 2013 (WHO, 2012).

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa crénica e endémica no Brasil, que constitui
grave problema de saude publica por causar incapacidade fisica permanente. O pais ocupa o
segundo lugar em nimero de casos no mundo, perdendo apenas para a india. De acordo com
dados do Ministério da Saude do Brasil (MS) a incidéncia da doenca tem diminuido, mas
ainda assim foram diagnosticados, em 2012, 33.303 mil novos casos no Brasil, com
coeficiente de deteccdo de 17,17/100.000 habitantes e em menores de 15 anos 4,81/100.000.
A hanseniase, no Brasil, apresenta altos niveis endémicos, com distribui¢cdo variada nas
diferentes regides do pais, sendo encontrada em 3.237 municipios dos 5.565 existentes no pais
e com alta prevaléncia na Regido Amazonica (Brasil/ DATASUS/MS, 2012).

O Estado do Amazonas apresenta niveis de endemicidade alto, com 1.033 casos em
registro ativo e taxa de prevaléncia de 2,88/ 10.000 habitantes do Estado. No mesmo periodo
foram detectados 663 casos novos, representando uma taxa de deteccdo de 18,46 casos por
100.000 habitantes. Na cidade de Manaus, em 2012, foram registrados 230 casos novos e em
tratamento 394 casos, sendo a taxa de prevaléncia de 2,12/10.000 habitantes (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2012).
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A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa, de evolucdo lenta e seu agente
etiologico € o Mycobacterium leprae, um parasita intracelular obrigatorio, descrito pelo
médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen, em 1873, com afinidade por células
cutaneas e nervos periféricos. E transmitida de pessoa a pessoa, por meio do convivio de
susceptiveis com doentes contagiantes. O bacilo nédo € cultivavel em meios artificiais, porém,
multiplica-se em alguns animais como tatus e camundongos timectomizados e irradiados. O
homem € considerado o Unico reservatorio natural do bacilo, apesar de alguns relatos de
animais selvagens (tatus selvagens, chimpanzés e macacos) naturalmente infectados com
bactéria similar ao M. leprae (TALHARI, 1984; VALVERDE et al., 1998).

A maioria das pessoas ndo é susceptivel e ndo desenvolve a doenca. Aquelas que a
desenvolvem, ap6s um periodo médio de incubacdo de dois a cinco anos, apresentam
inicialmente lesdo cutanea Unica, que pode evoluir para a cura espontanea ou para as outras
formas da doenca (NOUSSITOU et al., 1976; FINE, 1982).

A identificacdo diagnostica do Mycobacterium leprae da-se por meio da baciloscopia.
Esta técnica é executada de forma simples, pela coleta de raspado dérmico dos I6bulos das
orelhas, cotovelos e da lesdo de pele em analise, coloracdo do raspado com a metodologia de
Ziehl-Neelsen e verificacdo do indice baciloscopico em microscopio. Este indice varia em
resultado de zero a seis cruzes e determina se a baciloscopia é positiva ou negativa. Devido a
lenta replicacdo, a identificacdo desse patdgeno é muitas vezes dificultada (OPROMOLLA,
2000).

Desde a época de Hansen ja se tinha nocdo de que o aparecimento da hanseniase se
deve a fatores genéticos (aparecimento da infeccdo entre familiares) e ambientais (condi¢des
socioecondmicas desfavoraveis).

Estudos em genética tém demonstrado que fatores do hospedeiro estdo relacionados
tanto com susceptibilidade quanto com resisténcia a doenga (PREVEDELLO; MIRA, 2007).
Ao “fator de resisténcia natural N (ou fator N), descrito por Rotberg (1937), pode-se atribuir
a um conjunto de genes interatuantes nas respostas individuais & exposicdo ao bacilo
(BREIGUELMAN, 2002). Rotberg (1937) especulava a presenga de um “Fator N ou fator
natural, que seria responsavel pela resisténcia contra o bacilo, presente em 90 a 95% dos
individuos adultos. As pessoas ndo portadoras do “Fator N” seriam anérgicas e

desenvolveriam a forma virchowiana apos infeccdo (TALHARI, 2006).

Posteriormente, com o desenvolvimento das técnicas imunolégicas ficou claro que a
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imunidade do individuo também tinha um papel importante na caracterizacdo das formas
clinicas dos pacientes com hanseniase (RIDLEY'; JOPLING, 1966).

A defesa do hospedeiro é efetuada pela resposta imune “celular”, capaz de fagocitar
e destruir os bacilos, mediada pelas citocinas, pelos mediadores da oxidagdo como os reativos
intermediérios do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI) fundamentais na destruicdo bacilar no
interior dos macréfagos (FOSS, 1999).

A maioria dos individuos expostos ao bacilo ndo desenvolve a doenca. Admite-se
gue uma resposta imune inata eficiente em mucosas elimine a carga infectante. Células inatas
com papel de sentinelas, produtoras de interleucina 17 (IL-17) teriam importancia nesse
cenario (CUA; TATO, 2010). Da Motta-Passos e colaboradores (2012) observaram escassa
expressdo do RNA da (IL-17) em pacientes com hanseniase quando comparados a individuos
controle.

Na hanseniase as caracteristicas clinicas do paciente estdo diretamente relacionadas
com a resposta imune desencadeada contra o bacilo. A doenca apresenta quadro clinico
caracterizado por duas formas polares estaveis, com aspectos imunopatoldgicos e clinicos
diversos (MADRID, 1953; RIDLEY; JOPPLING, 1966). No pdélo tuberculoide o hospedeiro
apresenta eficiente resposta imune mediada por células frente ao Mycobacterium leprae, com
destruicdo dos bacilos e manutencdo das lesGes restritas a areas limitadas da pele e feixes
nervosos (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). No outro p6lo a forma virchowiana (VV)
caracteriza-se por ineficiente resposta imune mediada por células, com grande multiplicacdo
bacilar e disseminacdo da doenca. Entre estas formas polares, situa-se a forma borderline, que
é instavel e classificada em subgrupos intermediarios, denominados borderline virchowiana
(BV), borderline borderline (BB) e borderline tuberculoide (BT), conforme suas
caracteristicas clinico-laboratoriais se aproximem mais do polo virchowiano ou do
tuberculoide. Os subgrupos sdo caracterizados pelo nimero de lesbes, aspectos histoldgicos,
grau de diferenciacdo da célula macrofagica, nimero de linfocitos, nimero de bacilos nos
granulomas e ramos nervosos (FLEURY, 1989).

O espectro polar da hanseniase poderia ser atribuido a variagdo genética do patdgeno.
Entretanto, sequenciamento do genoma do Mycobacterium leprae mostrou 99,99% de
homologia entre as cepas oriundas de diversos continentes, de origem contemporanea e
arqueoldgica, indicando que a diversidade clinica deve-se exclusivamente ao comportamento
do sistema imune do hospedeiro (MAIDEN, 2009).
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2.2 FORMAS CLINICAS DA HANSENIASE

2.2.1 Forma Indeterminada (1)

Na forma indeterminada comumente, a lesdo inicial se expressa como uma area de
hipoestesia definida ou ndo por uma lesao visivel, nas quais os bacilos sdo escassos (figura 1).
Sdo formas benignas que podem evoluir, para um dos pdlos do espectro, permanecer

indefinitivamente como |, ou, evoluir para a cura espontanea.

Figura 1- Forma indeterminada - Lesdo de pele Gnica pouco definida
Fonte: FUAM (Fundagéo Alfredo da Matta).

2.2.2 Forma Tuberculoide (TT)

Na forma tuberculoide geralmente ha poucas lesbes de pele, anestésicas, bem
delimitadas, com distribuicdo assimétrica e com tendéncia a cura espontanea (figura 2). O
granuloma tuberculoide é constituido por agregado de células fagocitarias mononucleares
com diferenciacdo epitelioide bem evidente, participacdo de células gigantes multinucleadas
tipo Langerhans e linfécitos que formam um halo denso contornando este granuloma
(FLEURY, 1989). Raramente sdo encontrados bacilos nestas lesGes. A resposta humoral aos
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antigenos de Mycobacterium leprae € geralmente ausente ou fraca (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004).

Uma forte reacdo imune celular pode ser evidenciada pela resposta proliferativa de
células T frente a antigenos de Mycobacterium leprae in vitro, bem como a reatividade na
reacao de Mitsuda (MODLIN; REA, 1987).

Figura 2 - Forma Tuberculoide - lesdo de pele, anestésicas,
bem delimitada e assimétrica.

Fonte: FUAM (Fundagdo Alfredo da Matta)

2.2.3 Forma Virchowiana (VV)

Na forma virchowiana 0s pacientes apresentam lesbes de pele amplamente
distribuidas, pouco delimitadas, algumas vezes envolvendo toda a superficie corporal e
acompanhadas por anestesia acrodistal simétrica, mostrado na figura 3 (RIDLEY’; JOPLING,
1966). A lesdo histologica mostra um extenso infiltrado celular, composto de histiocitos e
macrofagos contendo numerosos bacilos, com grande quantidade de lipidios em sua parede,
conferindo-lhe o aspecto de células espumosas (células de Virchow) e as vezes
multivacuoladas figura 4. Nestas lesdes ndo se encontram linfécitos T ou granulomas
organizados (BRITTON; LOCKWOOD, 2004).



Figura 3 - Forma VV - lesBes de pele amplamente distribuidas,
pouco delimitadas, infiltrado no pavilhdo auricular e
madarose.

Fonte: FUAM (Fundagéo Alfredo da Matta).

Figura 4 - Células de Virchow - macrofagos contendo
numerosos bacilos, com grande quantidade de
lipidios em sua parede, o aspecto de células
espumosas.

Fonte: http://anatpat.unicamp.br/Dscn4867
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A forma VV é caracterizada pela ineficacia da resposta imune celular, demonstrada in
vivo pela negatividade do teste intradérmico de Mitsuda, e in vitro, pela auséncia de
blastogénese de células T em resposta aos antigenos de Mycobacterium leprae (MODLIN;
REA, 1987). Nessa forma apesar da exacerbacéo e especificidade da resposta humoral, esta é
ineficaz para eliminacdo dos bacilos, e ocorre extensa multiplicacdo bacilar e disseminacdo da

infeccdo para visceras e tecido nervoso (TALHARI, 1984).

2.2.4 Formas Intermediérias (BT, BB e BV).

Nas formas intermediarias da hanseniase, as manifestacfes clinicas sdo semelhantes,
principalmente nas formas BB e BV apresentando em geral, lesGes papulosas, eritematosas,
edematosas de limites internos bem definidos e externos imprecisos, centro hipocrémico e
anestesia local (figura 5). Quando se aproxima ao p6lo tuberculoide observam-se lesdes mais
delimitadas, anestésicas e de superficie seca, cuja pesquisa de bacilos mostra raridade ou
auséncia de bacilos. Por outro lado, a proximidade do polo virchowiano observa-se lesdes
cutédneas numerosas, brilhantes, com menor delimitagdo, com menor comprometimento da
sensibilidade e cuja pesquisa mostra maior presenca de bacilos. Podemos observar desde
reacdo intradérmica de Mitsuda positiva, com bacilos raros ou ausentes, na forma BT, até
auséncia de resposta a reacdo de Mitsuda, com presenca de numerosos bacilos, na pesquisa

usual de esfregaco de linfa e cortes histologicos de tecido na forma BV (FOSS, 1999).

Figura 5 - Nas formas (BT, BB e BV) les6es papulosas, eritematosas,
edematosas de limites internos bem definidos e externos
imprecisos, centro hipocrdmico e anestesia local, pouco
delimitada.

Fonte: FUAM (Fundacéo Alfredo da Matta)
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2.3 ESTADOS REACIONAIS DA HANSENIASE

O curso cronico da hanseniase pode ser afetado em qualquer momento da infecgéo,
seja antes, durante ou apés tratamento adequado da doenca, por episédios agudos de
inflamacéo, denominados estados reacionais ou reagdes hansénicas, localizados ou sistémicos,
que afetam principalmente pele e nervos. As reacdes hansénicas sdo complicacOes frequentes,
imunomediadas, que ocorrem em 30 a 50% dos pacientes com hanseniase (SAMPAIQO;
SARNO, 1998; BRITTON; LOCKWOOD, 2004). A morbidade dos estados reacionais &
consequéncia, principalmente, do comprometimento agudo e agressivo dos nervos periféricos.
A reacdo inflamatdria neuroldgica pode desencadear alteragdes permanentes das fungdes, dos
nervos acometidos, denominada sequela neuroldgica da hanseniase. Clinicamente as sequelas
se apresentam de formas variadas, com dor neuropatica cronica, paresias ou deformidades
fisicas incapacitantes. No entanto, os fatores precipitantes e mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos no desencadeamento de ambos 0s tipos de reacdo permanecem ainda mal
definidos (LOCKWOOD, 1996; SAMPAIO et al., 2000; SCOLLARD et al., 2006). Contudo,
uma série de variaveis clinicas foi associada, em maior ou menor grau, com a ocorréncia,
persistindo algumas controvérsias. Fatores como infeccBes intercorrentes, vacinagao,
gravidez, puerpério, medicacdo especifica (PQT), medicamentos iodados e/ou estresse fisico e
emocional (RIDLEY; JOPLING, 1966; WALKER; LOCKWOQOOD, 2007).

Os quadros reacionais sdo classificados em: reacdo tipo 1 e tipo 2, cada um
apresentando particularidades inerentes a fisiopatologia, ao quadro clinico e a terapéutica
(RIDLEY; JOPLING, 1966). A reacdo do tipo 1 ou a reagdo reversa (RR) ocorre
frequentemente na forma borderline e esta associada ao aumento da resposta imune mediada
por células contra os antigenos do Mycobacterium leprae (YAMAMURA et al., 1992). Os
episddios recorrentes de inflamacdo aguda nas lesGes de pele e nervos infectados pelos bacilos
sdo considerados uma reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio aos antigenos bacilares.
Essas reagdes resultam na eliminacdo de bacilos e representam um avango em direcéo ao pélo
tuberculoide. Embora a eliminacdo de bacilos seja desejavel, a neurite resultante do processo
inflamatdrio é frequentemente répida e grave, podendo levar a incapacidade fisica por dano
permanente do nervo (LIENHARDT; FINE, 1994).

A reacdo do tipo 2, ou eritema nodoso hansénico (ENH), ocorre predominante em
pacientes da forma clinica VV, e algumas vezes em pacientes da forma BV. Caracteriza-se
por uma reagdo inflamatoria sisttmica em resposta a deposicdo extravascular de

imunocomplexos com infiltracdo de neutréfilos e ativacdo do Sistema Complemento,
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classificada como reacdo tipo III de Coombs-Gell ou Hipersensibilidade do tipo Il (RIDLEY;
RIDLEY, 1983; JOPLING; MACDOUGALL, 1991; NAAFS, 1994; BRITTON;
LOCKWOOD, 2004). A participagdo de imunocomplexos é evidenciada pela presenca
simultanea de fragmentos antigénicos do bacilo, imunoglobulinas dos isotipos G ou M, e
componentes do Complemento no espago extravascular, na vizinhanga de macrofagos e
mesmo dentro de polimorfonucleares (neutréfilos) que séo caracteristicos do estagio agudo da
reacao tipo ENH (RIDLEY; RIDLEY, 1983).

Na pele, o erittma nodoso se caracteriza por lesdes eritematosas, dolorosas, de
tamanho variado incluindo papulas e nddulos localizados em qualquer regido do corpo. Os
episodios de ENH sdo frequentemente acompanhados de febre e comprometimento do estado
geral. Em alguns casos, ocorrem neurite, orquite, epididimite, irite, iridociclite, artrite, méos e
pés reacionais, linfadenite e dano hepatico (TALHARI et al., 2006; WALKER;
LOCKWOOD, 2007).

Pode surgir, ainda, episodio reacional com dor espontdnea ou por compressdo de
tronco nervoso acompanhado ou ndo de espessamento, sem associacao ao quadro cutaneo da
reacao tipo 1 ou tipo 2, sendo considerado um terceiro tipo de reacdo, denominada neurite
isolada (LIENHARDT; FINE,1994).

2.4. RESPOSTA IMUNE ESPECIFICA AO Mycobacterium leprae

O desenvolvimento de resposta antigeno-especifica das células T frente a antigenos
bacterianos depende de fatores relacionados ao parasita e ao hospedeiro que determinam a
progressdo da doenca e 0 prognastico clinico.

O bacilo Mycobacterium leprae quando fagocitado pelo macréfago pode ou nédo ser
processado, resultando em sua destrui¢do, (forma TT), ou em sua multiplicacdo, como ocorre
na forma VV (OTTENHOFF, 1994). Além dos macrofagos, as células dendriticas (DC), que
sdo células apresentadoras de antigenos (APC) para linfocitos T virgens, desempenham um
papel fundamental na modulagcdo da resposta imune inicial no local da invasdo pelo
Mycobacterium leprae (De SOUZA et al., 2011). As DC sdo provavelmente as primeiras
ceélulas do sistema imune a entrar em contato com M. leprae, Modlin et al. (1984), e podem
apresentar antigenos proteicos via MHC de classe | e Il ou antigenos lipidicos ou
glicolipidicos, via CD1, para linfdcitos Ty:5 (SIELING et al., 1999).
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A captura dos bacilos, o processamento deste antigeno que serdo apresentados aos
linfocitos TCD4" virgens e a producdo subsequente de citocinas pelas células dendriticas
induzem a polarizacdo da resposta imune para Tyl ou Th2 ou outra linhagem de linfécitos Ty
ainda ndo definida (De SOUZA et al., 2011). As DC de pacientes com hanseniase da forma TT,
assim como seus macrofagos ativados, podem produzir citocinas pro-inflamatérias, como a
IL-12, que induzirdo uma resposta imune do tipo Tyl. Ja, as DC de pacientes infectados com
Mycobacterium leprae na forma VV, na presenca de IL-4, polarizam a resposta para a
linhagem T2 (MAEDA et al., 2003). Na forma VV, a producdo dos antigenos glicolipideo
fendlico-1 (PGL-1) e lipoarabinomanana (LAM) pelo bacilo, no interior do macrofago,
favorecem o0 seu escape a oxidacdo intramacrofagica. Esses antigenos tém capacidade de
inibir a atividade do macréfago ajudando a disseminacédo do bacilo. Foss (1999) atribuia a alta
carga bacilar, na forma VV, o papel na inducdo in vivo da tolerancia imunoldgica. Porém,
Santos et al. (2001), demonstraram que a expressao de proteinas coestimuladoras como a
B7.1, nas DC, esta diminuida, em pacientes na forma VV, o que pode explicar a tolerancia
imune ao Mycobacterium leprae.

De Souza e colaboradores (2011) observaram grande expressdo da enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual suprime a apresentacdo de antigenos do
Mycobacterium leprae para células T, nos pacientes com a hanseniase na forma MB.
Algumas linhagens de DC diferenciam-se a partir de precursores mieloides, um processo que
pode ser interrompido por receptores inibitérios que detectam fosfolipideos oxidados, em
excesso, e esses receptores sdo encontrados nas lesdes de pacientes na forma VV (LEE et al.,
2007). Por isso, mondcitos periféricos de pacientes VV ndo se diferenciam em DC CD1+
(KRUTZIK et al., 2005). As lesbes de pacientes na forma VV/BV apresentam um déficit
acentuado de células dendriticas tanto na derme quanto na epiderme (SIELING et al., 1999;
MODLIN, 2010).

A participacdo de células dendriticas plamocitoides (DCp) na hanseniase, pela
deteccdo de CD123, foi investigada em bidpsia de pele em todas as formas da doencga, porém
so0 foram observadas em dois pacientes que apresentavam episodios reacionais do tipo ENH.
No entanto, o anti-CD123 também pode se ligar ao receptor IL-3a, que € expresso em
basofilos, mastocitos e macrdéfagos dificultando a identificacdo conclusiva de células
dendriticas plasmocitoides, pois essas outras linhagens celulares podem também estar
presentes no infiltrado que caracteriza 0 ENH (MASSONE et al., 2010).
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A origem da deficiéncia da resposta imune ndo esta totalmente esclarecida, porém a
ocorréncia de agregacao familiar e a alta concordancia em gémeos monozig6ticos sugerem
participacdo genética. Os genes ndo determinam a susceptibilidade a hanseniase, per se, mas,
influenciam a forma clinica que os individuos irdo desenvolver apds a exposi¢do ao bacilo. Os
individuos com HLA-DR2 e HLA-DR3 desenvolvem mais frequentemente a forma TT,
enquanto os com HLA-DQ1, a forma virchowiana (DE VRIES, 1991). Estudos imuno-
histoquimicos tém confirmado a predominéncia de células CD4" sobre CD8" nas lestes
tuberculoides, enquanto nas lesdes VV ha reduzido ndmero de linfocitos, com proporcdes
semelhantes de células T CD4" e CD8" (MODLIN et al., 1988; BRITTON, 1993).

2.5. PADRAO T.1-Tu2 e Treg NA HANSENIASE

Tem sido proposto que as duas formas polares estaveis da hanseniase representem a
dominéncia de uma das duas subpopulac6es de células T auxiliar, Tyl ou T42. O espectro da
hanseniase refletiria o balanco entre as linhagens de linfocitos Tyl ou T2 ativados pela
micobactéria, definindo o padrdo de citocinas produzido por cada uma destas populacfes de
celulas.

Os pacientes com hanseniase apresentam diversas formas clinicas que estdo
diretamente associadas com a resposta imune desenvolvida, por exemplo, individuos na forma
TT apresentam resposta imune celular eficiente, do tipo hipersensibilidade tardia frente aos
antigenos bacterianos, com perfil predominante de citocinas séricas Tyl (INF-y, TNF-o e IL-
2), resultando na contencdo bacilar. Em contraste, na doenca disseminada V'V, as citocinas
detectadas nos pacientes sdo as do padrdo T42 (IL-4 e IL-5) e, embora contribuam para o
aumento da producéo de anticorpos, resultam em uma ineficiente resposta imune celular, com
falha da ativacdo de macrofagos e, consequente, falha na eliminagdo do bacilo
(YAMAMURA et al., 1991). Essa diferenca entre subtipos de linfocitos T é direcionada pelas
citocinas produzidas no local da lesdo. Estudos que avaliaram a expressao local de citocinas
na forma TT mostraram a predominancia das citocinas IL-2, IL-12, IL-18, TNF-a e IFN-y,
caracterizando esse pdlo com resposta celular do tipo Ty1l. Na forma VV observou-se a
presenca de resposta humoral, com producgéo de citocinas do padrdo T2, tais como, IL-4 e
IL-5 (MOUBASHER et al., 1998).

Apesar de descritas as respostas Tyl e Ty2 para as formas TT e VV da hanseniase,
varios aspectos imunes desta doenga precisam ainda ser elucidados, por exemplo, o

envolvimento de outras linhagens de linfécitos T.
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Estudos anteriores atribuiam a liberacdo de IL-10 aos linfécitos da linhagem T2
Yamamura et al. (1991); Moubasher et al. (1998), porém, hoje, sabe-se que esta citocina anti-
inflamatéria e sintetizada pelos linfocitos T reguladores ou Ty (CD4'CD25" FOXP3), 0s
quais também produzem outras citocinas anti-inflamatérias como a TGF-f e a IL-35
(VIGNALLI et al., 2008). Os linfocitos Ty participam na regulacdo da resposta inflamatoria
induzida pelos linfocitos Ty1. Por isso, no sangue periférico as células Ty encontram-se
elevadas em pacientes TT, nos quais ha predominio da resposta Tyl, e diminuidas em
pacientes VV e em estado reacional ENH (ATTIA et al., 2010). No tecido, a
Imunohistoquimica revelou a presenca de FoxP3 positivo em 95% dos casos de hanseniase
estudados, sendo a sua distribuicdo ndo relacionada a area granulomatosa. Entre as formas
clinicas da doenca, ndo houve diferenca estatistica da presenca de FoxP3, mas esta linhagem
celular encontrava-se novamente diminuida em pacientes em estado reacional ENH
(MASSONE et al., 2010).

Estudos de Da Motta-Passos e colaboradores (2012) verificaram a participacdo de
linfocitos TH17 detectando os niveis séricos e em bidpsia da lesdo das citocinas IL-6, IL-17 e
IL-23, em pacientes portadores de hanseniase com diferentes formas clinicas e em individuos
sem hanseniase, 0s controles. Os autores ndo detectaram as citocinas IL-17 e IL-23 no sangue
periférico tanto nos pacientes quanto nos controles, porém a IL-6 estava aumentada nos
pacientes VV. Quando avaliados a expressdo dessas citocinas na bidpsia da lesdo dos
pacientes de hanseniase, todas as formas clinicas apresentaram baixa expressao de IL-17, IL-
23 e IL-6 em comparagdo aos controles, demonstrando que os linfocitos Ty17 ndo participam

da resposta imune de individuos com hanseniase cronica.

2.6 MANIFESTACOES ARTICULARES

As diversas queixas clinicas relacionadas a hanseniase, muitas vezes se assemelham a
outras enfermidades de evolugdo clinica insidiosa, tornando um desafio o diagndstico, nos
primeiros meses e anos, da hanseniase.

O comprometimento osteoarticular na hanseniase foi descrito pelos chineses desde
600 a.C.. No curso da hanseniase, classicamente, foram descritos trés tipos de acometimento
osteoarticular: as artropatias neuropaticas ou de Charcot acometendo as extremidades; a
osteite ou as artrites sépticas especificas decorrentes da presenca do bacilo intra-articular e a

osteite ou artrites septicas ndo especificas, secundarias a infeccdo piogénica originada nas
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ulceragdes cutdneas (BONVOISIN et al., 1983). Além dos mecanismos acima descritos
também foi relatada artropatia inflamatoria no curso da hanseniase, independente da presenca
do agente infeccioso, sugerindo que a inflamacéo articular possa ser causada por outros
mecanismos (MARAZZI, 1962).

Na hanseniase a artrite ocorre mais frequentemente na vigéncia de episddios
reacionais, sobretudo no ENH e foram Karat e colaboradores (1967), os primeiros autores a
descreverem esta associacdo. A artrite relacionada ao ENH geralmente tem inicio subito, é
predominantemente poliarticular, acometendo principalmente joelhos, tornozelos, punhos,
metacarpofalangeanas (MCF) e interfalangeanas proximais (IFP), de forma semelhante a
doenca reumatoide de inicio agudo. A poliartrite € acompanhada por dor intensa e evolui na
maioria das vezes sem deixar sequelas clinicas ou radioldgicas, remitindo com a instituicao da
terapéutica antimicobacteriana ou antirreacional (BONVOISIN et al., 1983; CHAVEZ-
LEGASPI et al., 1985; ATKIN et al., 1989). Casos com comprometimento mono ou
oligoarticular também foram descritos, apesar de remitir com o tratamento do quadro
reacional ou da hanseniase; e é frequentemente recorrente e alguns autores descreveram como
artrite de longa duracdo (LELE et al., 1965; ALBERT et al., 1980; CHAVEZ-LEGASPI et al.,
MISSI et al., 1985).

Artropatia associada a outros estados reacionais, como reacao reversa na forma BB e
BT também tém sido relatada (BONVOISIN et al, 1983; SALGADO, 1984;
PERNAMBUCO, 1988).

Varios autores também descreveram artrite crénica em pacientes com todas as formas
de hanseniase, sem relacdo com quadros reacionais, muitos destes pacientes ja haviam
terminado o tratamento especifico da hanseniase ha varios anos (LELE et al., 1965;
ALCOCER et al., 1979; ATKIN et al., 1987; COSSERMELLI et al., 1998). Este fato sugere
que a artrite hansénica possa ser perpetuada mesmo apos a eliminagdo do bacilo, uma vez que
0 Mycobacterium leprae integro, na maioria das vezes, ndo é encontrado na sindvia. Entesites
e sacroiliites também foram descritas (COSSERMELLI et al., 1998). Recentemente em nosso
meio um estudo avaliando a frequéncia de manifestacdes articulares em 1.257 pacientes com
hanseniase, com diversas formas clinicas, encontrou a presenca de dor articular relacionada a
hanseniase em 79 (6,3%) pacientes, sendo artralgia em 24 (2,1%) e artrite em 55 (4,4%)
(PEREIRA et al., 2009).

O mecanismo fisiopatologico da artrite hansénica seria semelhante ao das artropatias
reativas cronicas associadas a agentes infecciosos (ALCOCER et al., 1979; HOLLA et al.,
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1983; MISSI et al., 1985). Portanto, nestas formas, a injaria articular seria causada pelas
reacOes imunoldgicas desencadeadas pelos antigenos micobacterianos.

Os autores descrevem o fendbmeno de Lacio da hanseniase na forma VV,
manifestacOes isquémicas vasculares, que essas em diversos casos, mesmo sem isquemia e
necrose evidentes, evoluem em nodulos palpéveis e dolorosos, que na bidpsia demonstram
vasculite e necrose (BAKOS et al., 1996; ROVERANO et al., 2000).

2.7 AUTOANTICORPOS NA HANSENIASE

A origem dos autoanticorpos na hanseniase e em outras doencas infecciosas cronicas
ainda ndo é bem conhecida, podendo ser devida a ativacdo policlonal das células B por
componentes da bactéria, presenca de reacdo cruzada entre antigenos bacterianos e
autoantigenos, ou, a lesdo tecidual crénica e exposi¢do de antigenos habitualmente ocultos
(BONFA et al., 1987; MCADAM et al., 1984; CHAVEZ-LEGASPI et al., 1985; MEDINA et
al., 1998; MILLER et al., 1987).

Pacientes com hanseniase podem desenvolver uma variedade de autoanticorpos,
incluindo anticorpos antinucleares (AANS), fator reumatoide (FR), anticorpos antipeptideos
citrulinados ciclicos (anti-CCP), anticorpos anti-DNA nativo (anti-dsDNA), anticorpos
anticitoplasma de neutrofilos (ANCA), anticorpos aCL, anticorpos anti-p,GPI, anticorpos
contra proteinas do citoesqueleto, tireoglobulina, células T e antigenos testiculares
(SCHOENFELD; ISENBERG, 1988; ATKIN et al., 1989; PRADHAN et al., 2004,
EDINGTON et al.,, 2007; GUEDES-BARBOSA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011). Estes anticorpos sdo mais frequentes nos
individuos com a forma VV, entretanto, na literatura, sua frequéncia é bastante variada. Na
forma tuberculoide, paucibacilar, a resposta imune celular € eficiente e a presenca de
autoanticorpos € menos frequente (GARCIA-DE LA TORRE, 1993; NAAFS, 1994,
OTTENHOFF, 1994).

A grande variabilidade da frequéncia destes autoanticorpos, encontrados na
hanseniase, pode ser atribuida a fatores como etnia, forma clinica, tempo de doenca, nimero
de episodios reacionais, efeito da poliquimioterapia (PQT) e diferenca nos métodos utilizados
para a deteccdo dos autoanticorpos (BONFA et al., 1987; GARCIA-DE LA TORRE, 1993).
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Na literatura h& poucos estudos sobre prevaléncia avaliando diferentes autoanticorpos
em um mesmo paciente na hanseniase (GUEDES-BARBOSA et al., 1996; PRADHAN et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2009).

Além da grande variabilidade na positividade de diferentes autoanticorpos em
pacientes com hanseniase referida na literatura, ha poucos trabalhos correlacionando a
presenca de autoanticorpos em geral e manifestacfes articulares nessa doenca (DHOPLE,
1972; ATKIN et al., 1987; SINGH et al., 1994; DACAS et al., 2000., RIBEIRO et al., 2009).

2.8 ANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDEOS (aFL)

2.8.1 Anticorpos Anticardiolipina (aCL) e Anti-p, Glicoproteina I (anti-B,GPI)

Anticorpos antifosfolipideos sdo imunoglobulinas autorreativas estreitamente
relacionadas entre si que reagem com fosfolipideos anidnicos. Esses anticorpos sdo chamados
de lupus anticoagulante (LA) quando prolongam o tempo de coagulacdo dependente de
fosfolipideo ou denominados anticorpos aCL quando reagem com esse fosfolipideo. Estes
anticorpos constituem um grupo heterogéneo de autoanticorpos descritos em diversas doencas
autoimunes, particularmente na SAF primaria e no LES, estando frequentemente associados a
fendmenos tromboticos e morbidade gestacional (ASHERSON; CERVERA, 2003; MCNEIL
etal., 1991).

A ocorréncia da SAF em doencas autoimunes como no LES e na SAF primaria, por
exemplo, passou a ser explicada a partir da descricdo de um cofator B,GPI (também
conhecido como apolipoproteina h). Estudos da década de 90, do século XX, sugeriram que a
ligacdo de aFL a cardiolipina, em doencas autoimunes como no LES e na SAF priméria, seria
dependente desse cofator, enquanto aFL "ndo-trombogénicos” ndo dependeriam de [B,GPI
(GALLI et al., MATSUURA et al., MCNEIL et al., 1990; PIERANGELI et al., 1992;
McNALLY et al., 1995). J& os anticorpos aCL de doencas infecciosas, até esta época
descritos, ligam-se a cardiolipina em fase sélida e liquida, na auséncia de B,GPI. O
requerimento, ou ndo, de B,GPI tem sido considerado elemento de clara distin¢do entre 0s
dois grupos de anticorpos aFL (ORDI et al., 1993; FORASTIERO et al., 1996). Nessa época,
os aFL foram divididos em "autoimunes", ou B,GPI-dependentes, e, "infecciosos", ou f2GPI-
independentes. No entanto, esta distin¢cdo ndo tem se mostrado como absoluta (ROUBEY et

al., 1995). A literatura é também controversa quanto a participagdo da B,GPI, sendo sugerido
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que a propria B,GPI expressaria 0 epitopo contra o qual o anticorpo € dirigido (ROUBEY,
1999).

A Bo-glicoproteina | (B.GPI), presente no plasma, apresenta massa molecular de 50
kDa e estd em uma concentracdo elevada variando entre 50 a 400 mcg/ ml. A proteina é
constituida por 326 aminoacidos organizados em 5 dominios repetidos, com “motif”
denominado proteina de controle do complemento (CCP) ou superfamilia do “dominio-Sushi”
(ICHINOSE et al., 1990; KATO; ENJYQJI, 1991). Os dominios I- IV consistem cada um dos
60 aminoacidos. Dominios 111 e 1V sdo altamente glicosilados contendo, respectivamente, um
e trés locais de N-glicosilacdo. O quinto dominio € diferente dos outros dominios, apresenta
uma ponte dissulfeto adicional as duas pontes encontradas em cada um dos quatro dominios,
em que consiste de 82 aminoacidos contendo um loop hidrofébico o qual se insere na
bicamada da membrana e atua estabilizando a ligacdo de B,GPI a superficie dessa membrana
(STEINKASSERER et al., 1992; SCHWARZENBACHER et al., 1999; BOUMA et al.,
1999). Estudos tém demonstrado que o dominio V € importante para a ligacdo de B,GPI ao
fosfolipideo e, consequentemente, para a expressao da atividade do cofator (LAUER et al.,
1993; HUNT; KRILIS, 1994). A ligacdo de PB,GPI aos fosfolipideos poderia gerar um
neoepitopo entre a proteina e o fosfolipideo, ou ainda epitopos cripticos na estrutura de p,GPI
ou do fosfolipideo, aos quais os anticorpos aFL ligar-se-iam (AMENGUAL et al., 1996).

A B,GPI é uma proteina com funcdo inibidora natural da coagulacdo sanguinea e um
importante cofator no teste de aCL. Embora anticorpos aCL sejam considerados marcadores
da SAF, em alguns estudos, anticorpos anti-B,GPI mostraram maior especificidade
diagnostica Detkova, et al. (1999); Obermoser et al. (2004), e, em 3 a 10% de pacientes com
SAF, anti-B,GPI pode ser o unico teste positivo (EBELING et al., LEE et al., 2003; NASH et
al., 2004).

Sendo que a maioria dos estudos sobre SAF revelou uma relagdo entre os isotipos IgG
para anticorpos anti-B,GPI e trombose venosa e a falta de associacdo com isotipo IgM
(McNALLY et al.; CABIEDES et al.; CABRAL et al.; MARTINUZZO et al., 1995,
SANMARCO et al., 1997; DETKOVA et al., 1999). No entanto, a associa¢ao entre os isotipo
IgM para anticorpos anti-pB,GPI e trombose arterial, perda fetal e trombocitopenia também
tém sido relatadas na SAF (HORBACH et al., 1996; FALCON et al., 1997; STERN et
al.,1998; TEIXIDO et al., 1997; VOSS et al., 2001). De acordo com essas observacdes, a

presenca de anticorpos anti-p,GPI, independentemente do isotipo (IgG ou IgM), foi incluida
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nos critérios laboratoriais para a classificacdo da sindrome antifosfolipideos (MIYAKIS et al.,
2006).

Na SAF, eventos tromboticos sdo normalmente associados com o isotipo 1gG de
anticorpos aCL e anti-B,GPI (MOLINA et al., 1997). Os anticorpos anti-p,GPI da classe G
desempenham importante papel, pois sdo especificamente dirigidos contra um epitopo de
carga positiva, presente no dominio | de B,GPI, e correlacionados com trombose, enquanto 0s
anti-B,GPI direcionados para outros dominios da molécula ndo parecem ser patogénicos
(LAAT et al., 2005).

Arvieux et al. (2002), mostraram que anticorpos anti-p,GP de pacientes com
hanseniase sdo dirigidos contra dominio V de B,GPI, enquanto os de pacientes com SAF séo

dirigidos contra dominio 1.

2.8.2 Anticorpos Antifosfolipideos em Doencas Infecciosas.

As doengas infecciosas com frequéncia causam dor, impoténcia funcional de
membros, artrite, entesite, lombalgia, lesdes de pele e fendmenos trombdticos que se
assemelham ao observado em outras enfermidades reumatolégicas, inclusive na SAF.

Diversos estudos em doengas infecciosas evidenciam positividade para aFL, como
sifilis, malaria, tuberculose, hanseniase, em algumas infec¢cdes virais como retroviroses,
hepatites, parvovirose B19 e mononucleose (SANTIAGO et al., 1989; LOIZOU et al.,1997,
LEROY et al.,1998; De LARRANAGA et al.,1999; De LARRANAGA et al., 2000; LOIZOU
et al., 1997; VON LANDENBERG et al., 2003; HUH et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011,
BEN-CHETRIT et al., 2013) e apds exposicdo a algumas drogas (CERVERA; ASHERSON,
2003). Nestas condicdes, usualmente, aFL ndo estdo associados as complicacBes clinicas
atribuidas a SAF, Roubey (1996), sendo frequentemente transitérios e podendo desaparecer
com o tratamento da infeccio (DE LARRANAGA et al., 1999; CARRERAS et al., 2000).

Vérios estudos sugerem que anticorpos anti-B,GPI seriam marcadores mais
especificos de SAF, apresentando maior associacdo com as complicacdes tipicas da SAF e
menor frequéncia em doencas infecciosas (CABIEDES et al., CABRAL et al;
MARTINUZZO et al., McNALLY et al., 1995; FORASTEIRO et al.,1997; GUERIN et al.,
1999).
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2.8.3 Anticorpos Antifosfolipideos em Hanseniase

Os estudos com paciente portadores de hanseniase de anticorpos aFL ndo mostraram
associaGao entre presenca deste anticorpos e manifestacdes tromboéticas (DE LARRANAGA
et al., 2000; ARVIEUX et al.,, 2002; LOIZOU et al., 2003; FORASTIERO et al., 2005.,
RIBEIRO et al., 2011).

2.8.3.1  Anticorpos Anticardiolipina

Anticorpos aCL em pacientes com hanseniase sdo relatadas em diversos estudos, em
frequéncia variando de 20 a 98% utilizando a técnica de ELISA, principalmente nas formas
multibacilares (FURUKAWA et al., 1986; SANTIAGO et al., 1989; HOJNIK et al.,
THAWANI et al., 1994; FIALLO et al., 1998a, 1998b; De LARRANAGA et al., ELBEIALY
et al., 2000; REPKA et al., 2001, ARVIEUX et al., 2002; LOIZOU et al., 2003;
FORASTIERO et al., 2005, RIBEIRO et al., 2011). Nas formas paucibacilares a positividade
relatada foi menor, variando de 7% a 39,5% (THAWANI et al., 1994; REPKA et al., 2001).

Com relacdo ao isotipo de aCL, ocorre predominio da classe IgM (SANTIAGO et al.,
1989; DE LARRANAGA et al., 2000., RIBEIRO et al., 2011). Entretanto, ha estudos com
maior prevaléncia do isotipo da classe IgG que foram descritos pelos autores, Thawani et al.
(1994); Hojnik et al. (1994); Fiallo et al. (1998b) e, em um Unico trabalho com pacientes
negros da Africa do Sul, foi encontrada maior prevaléncia do isotipo IgA (LOIZOU et al.,
2003).

Na literatura ha dois estudos, um que avaliaram poucos pacientes, todos com a forma
clinica borderline, nos quais a presenca de altos titulos de anticorpos aCL estava associada
com risco aumentado de surtos reacionais Fiallo et al. (1998a). No outro estudo foi avaliado
um grande numero de pacientes com todas as formas clinicas da hanseniase e ndo foi
encontrada essa associacao (RIBEIRO et al., 2011).

Ha alguns relatos de casos associando anticorpos aCL do isotipo IgM a fendmenos
tromboticos em pacientes com hanseniase (BAKOS et al., 1996; AKERKAR, BICHILE,
2005; AZULAY-ABULAFIA et al., 2006, WALLIN et al., 2009).

2.8.3.2  Anti-p,glicoproteina I (anti-p,GPI)

A literatura mostra estudos discordantes com relacdo a anticorpos anti-B,GPI em

pacientes com hanseniase. Alguns estudos referem positividade baixa, como: 18% por Hojnik
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et al. (1994) e 2,9 % por Elbeialy et al. (2000), enquanto outros vdo de 39 até 89% (DE
LARRANAGA et al., 2000; ARVIEUX et al., 2002; LOIZOU et al., 2003; FORASTIERO et
al., 2005; RIBEIRO et al., 2011).

O isotipo IgM, foi o mais frequentemente encontrado, por varios autores (DE
LARRANAGA et al., 2000; LOIZOU et al., 2003; RIBEIRO et al., 2011). Entretanto,
Arvieux et al. (2002), estudando pacientes multibacilares da forma VV, ndo encontraram

predominio de um dado isotipo.

2.8.4 Persisténcia de Anticorpos Antifosfolipideos.

Ha um relato com persisténcia de anticorpos anti-B,GPI em cinco de seis pacientes com
hanseniase por dois anos apés a avaliacao inicial (ARVIEUX et al., 2002).

Em outras doencas infecciosas a positividade de curta duracdo do anticorpo aFL tem
sido demonstrado, tais como mononucleose infecciosa aguda Ben-Chetrit et al. (2013) e da
infeccdo da hepatite B (HUH et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Pesquisar a associacdo de autoimunidade em pacientes com hanseniase positivos para

anticorpos antifosfolipideos, visando o desenvolvimento para biomarcadores.

3.2 ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

Avaliar associagao entre os isotipos G e M de imunoglobulinas anticardiolipina (aCL) e

anti-B,glicoproteina I (anti-B.GPI) com fendmenos autoimunes;

Avaliar associagao entre os isotipos G e M de imunoglobulinas anticardiolipina (aCL) e

anti-Bglicoproteina I (anti-p,GPI) com as caracteristicas clinicas da hanseniase;

Verificar a persisténcia da positividade de IgG e IgM anticardiolipina (aCL) e anti-

B.glicoproteina I (anti-p,GPI) em pacientes com hanseniase apds o tratamento;

Validar o uso de isotipos G e M de imunoglobulinas antifosfolipideos como

biomarcadores de fendmenos autoimunes ou formas de hanseniase.

Verificar fatores que influenciam na a persisténcia da positividade de 1gG e IgM
anticardiolipina (aCL) e anti- Bglicoproteina I (anti-p,GPI) em pacientes com

hanseniase apds o tratamento.
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4 METODOLOGIA

A metodologia que foi aplicada neste estudo € do tipo investigatorio, que envolveu
pacientes portadores de hanseniase e visa gerar conhecimento para aplicacdo pratica dirigida a

solucéo de problemas.

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Em um estudo anterior foram pesquisados anticorpos antifosfolipideos em 158
pacientes com diagndstico de hanseniase que faziam seguimento regular no Ambulatoério de
Dermatologia e Venereologia da Fundagdo “Alfredo da Matta” (FUAM), na cidade de
Manaus, um centro de referéncia para tratamento da hanseniase no Estado do Amazonas; no
periodo de junho/2004 a outubro/2006. Destes, 77 foram positivos para um dos anticorpos
antifosfolipideos: 25 para o anticorpo aCL, 73 para o anti-B,GPI, sendo que 21 apresentaram

concomitantemente positividade para anticorpo aCL e anti-p,GPL.

Neste estudo, os 77/158 pacientes com diagndstico de hanseniase foram contactados
via telefonica, correio e residenciais, para comparecerem a Fundacdo Alfredo da Matta, onde
foram entrevistados, avaliados e convidados a participar no periodo de maio/2010 a
novembro/2011, conforme fluxograma/Figura 6.
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Total de soros de pacientes com hanseniases.
(n=158)

Teste negativo para anticorpo aFL.
(n=81)

Teste positivo para anticorpo aFL.
(n=77)

Pacientes ndo localizados para repetir o
aFL.

(n=39)

Pacientes avaliados clinicamente e repetido o teste
para anticorpo aFL.
(n=38)

Figura 6- Etapas de selegcdo dos pacientes para o estudo.

Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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42 AMOSTRA

Dos 77 pacientes com diagnostico de hanseniase positivos para um dos anticorpos
antifosfolipideos convidados a participar da segunda fase do estudo, 38 compareceram ao
local de estudo e todos preencheram os critérios de inclusdo, compondo assim a amostra do

estudo.

4.2.1 Critérios de Inclusdo

Pacientes com diagndstico de hanseniase baseado em critérios clinicos, baciloscopico
e/ou histopatoldgico e classificados de acordo com (MADRID, 1953; RIDLEY & JOPLING,
1966).

v" Pacientes que foram positivos para algum dos anticorpos antifosfolipideos no
estudo anterior;

v Idade acima de 18 anos.

4.2.2 Critérios de Excluséo

v" Pacientes que ndo comparecerem ao local de estudo.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de coorte longitudinal realizado no ambulatério de Dermatologia Tropical da
FUAM. Os pacientes que compareceram e concordaram em participar do estudo, foram
avaliados e submetidos a anamnese e exame fisico detalhado, para caracterizar o tipo de
comprometimento articular e se apresentavam manifestacbes autoimunes tais como artrite,
vasculite, eritema nodoso. Todos foram submetidos a exame fisico completo e responderam
um questionario (apéndice A).

Dados referentes a hanseniase, obtidos por meio de entrevista e da revisdo do
prontuario, assim como os achados do exame articular e os referentes as manifestagdes

autoimunes, comprometimento clinico e articular foram anotados em uma ficha-protocolo,
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que serviu também como formulério para a pesquisa (apéndice A citado) e transferidos para
um banco de dados informatizado (programa Excell, 2010, Microsoft®). Especificamente,
questionamento sobre antecedentes de trombose vascular (arterial ou venosa), morbidade
gestacional e diabetes foi feito a todos os pacientes (apéndice A). Ainda, foi realizada a
revisdo do prontuario pesquisando a existéncia de fendbmenos trombaticos atuais e no passado.

Importante ressaltar que todos os participantes do estudo assinaram o TCLE - Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice B), aprovado pelo Comité de Etica de
Estudos em Humanos da FUAM (anexo A).

4.4 EXAMES LABORATORIAIS

Para a realizacdo dos exames laboratoriais, pesquisa dos anticorpos antifosfolipideos
suas classes (IgG e IgM), foram coletados 20 mililitros (mL) de sangue venoso periférico em
tubo seco, de todos os participantes. Apos centrifugacdo os soros foram aliquotados,
congelados a -20°C no Laboratério da FUAM e posteriormente transportados para o
laboratdrio da Disciplina de Reumatologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)
e Imunologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), para realizacdo dos exames.

Os soros coletados em 2004 foram retestados com os soros coletados 2010/2011, em
2012, com o mesmo “Kit” para os anticorpos aCL e anti-B,GPI, para validar os resultados

encontrados no exames anterior.

4.4.1 Deteccdo de Autoanticorpos

a) Anticorpos anticardiolipina (aCL)

Anticorpos anticardiolipina foram pesquisados utilizando a técnica de Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), com placas preparadas in house de acordo com padronizagéo
do laboratorio de rotina de disciplina de Reumatologia da UNIFESP (SILVA; ANDRADE,
2004). Inicialmente as placas de ELISA (Polysorp NUNC, USA) foram sensibilizadas com
50uL/pogo na concentragdo de 50ug/mL (em etanol) de cardiolipina bovina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Estados Unidos) e mantidas overnight a 4°C. Apos, as placas foram bloqueadas por
1h com PBS contendo albumina soro bovino adulto a 10% (BSA/ PBS). A seguir, soros teste

e controles diluidos 1:50 em PBS/ BSA foram distribuidos em duplicata (50uL/pogo) e as
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placas foram incubadas overnight a 4°C. Ap0s trés lavagens com PBS, foram adicionados aos
pocos conjugados anti-lgG ou anti-lgM humanas marcados com fosfatase alcalina
(Calbiochem, La Jolla, Califérnia) diluidos 1/4.000 e 1/5.000, respectivamente (50uL/pogo).
Ap6s 90 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as placas foram lavadas,
acrescentado o p-nitrofenilfosfato (50uL/poco) e mantidas a temperatura ambiente e
protegidas da luz por 30 minutos. A leitura foi realizada com espectrofotémetro de placas a
um comprimento de onda de 450 nm (Labsystems Multiskan MS).

Uma curva de calibracdo foi construida usando padrées internacionais (Louisville APL
Diagnostics, Inc, Doraville, Estados Unidos. Prod#LAPL-GM100 IgG/IgM Calibrators) e
obtida a equacdo correspondente. Os valores médios de densidade ética das amostras foram
utilizados nessa equacdo para obtencdo dos resultados em unidades GPL e MPL. Foram
considerados positivos para aCL das classes 1gG e IgM soros com resultados acima de 20
GPL e de 10 MPL, respectivamente. Estes valores de referéncia foram obtidos mediante
calculo do percentil 95% de 200 amostras de doadores de sangue analisados no Laboratorio
de Reumatologia da UNIFESP.

b) Anticorpos anti-f, glicoproteina I (anti-p,GPI)

Anticorpos anti-B, glicoproteina I dos isotipos G e M foram detectados por ELISA,
utilizando kits comerciais (BINDAZYME Human Anti-B,GPI 1gG e Anti-p,GPI IgM, The
Binding Site, Birmingham, UK) de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente,
0s soros testes foram diluidos 1:100 no diluente de amostra do kit e 100uL dos soros diluidos
e dos padrbes, controles positivo e negativo e foram distribuidos nos pocos de placas
previamente sensibilizadas. Apds incubagdo em temperatura ambiente por 30 minutos, as
placas foram lavadas por trés vezes. A seguir, foram colocados 100 uL de conjugado (anti-
IgG ou anti-lgM) em cada pogo e as placas foram novamente incubadas por 30 minutos. Apos
nova lavagem, 100 pL de substrato (TMB) foram distribuidos em cada pogo e as placas foram
incubadas 30 minutos ao abrigo da luz. A reacédo foi entdo interrompida pela adi¢cdo de 100
uL da solugdo de parada a cada pocgo e as placas foram lidas a 450nm no leitor de placas
(Labsystems Multiscan MS).

Uma curva de calibracdo foi construida usando os padrdes do kit e obtida a equacéo

correspondente, que foi usada para converter a densidade 6tica das amostras em U/mL. Foram
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considerados positivos para anticorpos anti-B,GPI IgG os soros com resultados superiores a
20U/mL e para anticorpos anti-B,GPI IgM aqueles com resultados superiores a 10U/mL.

Os exames foram realizados no Laboratério da Disciplina de Reumatologia UNIFESP

sob a supervisao dos docentes: Neusa Pereira da Silva e Luis Eduardo Coelho Andrade.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado para a anélise estatistica o Programa R, versdo 2.14.0 (Nova Zelandia).
Para a analise descritiva dos dados quantitativos foram utilizados a média, mediana, desvio-
padrdo (DP) e valores minimos e maximos para varidveis continuas e proporcfes para
varidveis categoricas. O teste binomial foi utilizado para verificar se havia diferenca na
distribuicdo dos dados.

Para avaliar os possiveis fatores que influenciaram para tornar negativo o anticorpo
aFL durante o periodo de observacdo, utilizou-se para as varidveis categodricas o teste Qui-
quadrado de Pearson e para as variaveis continuas o teste de Mann-Whitney. Utilizou-se
regressdo logistica binaria multivariada, no Modelo 1 onde considerou-se a variavel
categorica aFL (1 = negativo para aFL; 0 = positivo para aFL) como dependente e, como
independentes as variaveis sexo (1 = masculino; 2 = feminino), idade (continua), forma
clinica wirchowiana (1 = MHV; 0 = outras formas), uso de prednisona (1 = usou; 0 = ndo
usou), uso de talidomida (1 = usou; 0 = ndo usou). No Modelo 2 foi utilizado um ajuste para
as diferentes doses de talidomida ou prednisona como variaveis continuas, para avaliar se
influenciaram em tornar negativo o aFL. Para a regressdo logistica foi utilizado o Software
MiniTab® 16.

Como os pacientes deste trabalho foram avaliados em diferentes tempos de
diagndstico da doenca, foi testada a hipoOtese de que o tempo de persisténcia dos anticorpos
aFL seriam diferentes de acordo com as formas clinicas (VV e outras formas-BT, BB e BV).
Considerando como censura a “negativagao” dos anticorpos aFL, foi construida a curva da
Kaplan-Meier utilizando o método Log-Rank de Mantel-Cox. Para avaliar diferencas, com
énfases nos primeiros meses, utilizou-se 0 método de Grehan-Breslow-Wilcoxon. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Foi utilizado Software GraphPad
Prisma 6.02.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficos e caracteristicas da hanseniase

Neste estudo participaram 38 pacientes com diagnéstico de hanseniase, com média
de idade de 46,42 + 16,62 anos, sendo 28 (73,68%) do sexo masculino e 10 (26,32%) do
feminino. O teste de proporgdes indicou diferenca significativa na distribuigdo de homens e
mulheres (p=0,005). Episddios reacionais estavam presentes em quatro pacientes (10,53%) no
momento do estudo. Destes, trés apresentavam eritema nodoso hansénico (ENH) e estavam
usando talidomida e prednisona e um com neurite, prednisona/20mg. Em relacdo a
medicacdo, 18 (47,37%) estavam usando alguma medicacdo, sendo seis (33,33%) prednisona,
quatro (22,22%) TLD e oito (44,44%) as duas medicacdes (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas demograficas, episddios reacionais e uso de medicacdo em

pacientes portadores de hanseniase.

CARACTERITICAS DOS PACIENTES (n=38)

Idade/anos - média + DP* 46,42+16,62
Sexo

Masculino 28 (73,68%)

Feminino 10 (26,32%)
Episodios Reacionais

Presentes 4 (10,53%)

Ausentes 34 (89,47%)
Tipo de Reacéo

Eritema nodoso 3 (75,00%)

Neurite 1 (25,00%)
Uso de Medicacgéo

Sim 18 (47,37%)

Nao 20 (52,63%)
Tipo de Medicacéo

Talidomida 6 (33,33%)

Prednisona 4 (22,22%)

Talidomida e Prednisona 8 (44,44%)

*DP=desvio padréo

Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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Diferenca significativa foi observada na distribui¢cdo das formas clinicas no total de
38 pacientes com hanseniase (p<0,001). A figura 7 mostra a frequéncia das diferentes formas
clinicas da hanseniase nos pacientes, nos quais foram coletados os soros em 2004, 2010 e
2011. Comparando as formas clinicas desses pacientes, virchowiana foi significativamente
mais frequente (p=0,026), sendo encontrada em 17 (44,74%) dos pacientes, em 2004 e em 16
(50%) em 2010. As formas BT e BV estavam presentes em nove (23,68%), em oito (25%) e
em sete (21,87%) pacientes em 2004, 2010 e 2011, respectivamente.

Figura 7- Distribuicdo dos pacientes com hanseniase, segundo a classificacdo da forma clinica
dos soros coletados em 2004, 2010 e 2011.

Soro 2004 (n=38) Soro 2010/2011 (n=32)

e e
o N N

n° Pacientes

o N B OO ©

BT = borderline tuberculoide BB= borderline borderline; BV= borderline
virchowiana; VV = virchowiana

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Todos o0s 38 pacientes estavam em alta do tratamento especifico com
poliquimioterapia (PQT). A média e a mediana calculadas para o tempo de alta foram 78,00 e
67,50 meses, respectivamente, com uma variacdo de 9 a 174 meses. Uma paciente teve
recidiva da doenca, em 2009, mas quando o soro foi coletado ja estava em alta do tratamento

ha nove meses.
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Os célculos da média e da mediana do intervalo de tempo entre a primeira e a
segunda coleta, foram, respectivamente, 66,89 e 66,10 meses, com uma variacdo de 53,43 e
86,83 meses.

5.2 EXAMES LABORATORIAIS

a) Anticorpos Anticardiolipina (aCL) e Anti-B, glicoproteina I (anti-B,GPI)

Dos 38 soros positivos para anticorpos aFL no primeiro estudo, foi realizado o
reteste nos soros do estudo anterior e o teste da nova coleta (entre 2010 e 2011), sendo todos
testados para anticorpos anti-p,GPI e 11 para aCL (pacientes que eram positivos em 2004).
Nos soros retestados, 37 (97,4%) continuaram positivos para um dos aFL e um (2,6%)
negativou, sendo este anteriormente positivo para anti-B,GPI. Na nova coleta 32 (84,2%)

continuaram positivos e seis (15,8%) ficaram negativos (Figura 8).

Figura 8 - Positividade de anticorpos aCL e anti-B,GPI em diferentes periodo de coleta de soro nos

38 pacientes com hanseniase.

38

n° de pacientes
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Soro 2004 Reteste soro 2004 Soro 2010/ 2011

Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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O anticorpo aCL foi detectado apenas nos pacientes que apresentavam as formas
clinicas BV e VV. Dos sete pacientes positivos para anticorpo aCL, no reteste (soro 2004),
com forma clinica VVV, dois tornaram-se negativos em 2010/2011. O anticorpo anti-B,GPI foi
quantificado em pacientes que apresentavam as formas clinicas BT, BB, BV e VV, tanto no
reteste (soro 2004) quanto no soro 2010/2011, e observou-se que no soro testado de
2010/2011 houve uma diminuicdo da positividade em todas as formas clinicas, conforme

apresentado Figura 9.

Figura 9 - Positividade de anticorpos aCL e anti-B,GPI de acordo com a forma clinica nos

pacientes com hanseniase no reteste em 2012 e na nova coleta 2010/2012.

=BT BB @BV BVvVv
20 - 17 16
g 15
3 9
S 10 - 7 7
o 5
S 5- 2 2 [1 £

o

Reteste soro 2004 | Soro 2010/2011 Reteste soro 2004 Soro 2010/2011

aCL anti-p2GPI

BT = borderline tuberculoide, BB= borderline borderline; BV= borderline virchowiana;
VV = virchowiana

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

A distribuicdo dos isotipos para os anticorpos aCL e anti-p,GPI, nos soros testados em
2004, retestados em 2012 e nos soros coletados em 2010/2011, pode ser observada na Tabela
2. O isotipo IgM foi o mais frequente nas trés analises dos soros dos pacientes com
hanseniase. Dos nove paciente retestados para o anticorpo aCL, sete foram positivos para IgM
e dois positivos para IgG e IgM. No soro da nova coleta dois ficaram negativos e sete
permaneceram positivos para IgM. No soro dos 37 pacientes retestados para o anticorpo anti-
B.GPI, 35 foram positivos para imunoglobulina da classe M, um para IgG e IgM (sendo que
dos trés soros de pacientes que eram positivos para os isotipos G e M, dois tornaram-se
negativos para o isotipo G e continuaram positivos para isotipo M) e o soro lgG-positivo
ficou negativo. Em relacdo aos soros da nova coleta (2010/20111), 31 permaneceram

positivos para o anti-B,GPI, sendo detectado apenas IgM.
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Tabela 2 - Positividade de anticorpos aCL e anti-p,GPI dos isotipos 1gG e IgM nos pacientes com

hanseniase em diferentes periodo de coleta de soro.

Soro/2004 Reteste-Soro/2004 Soro 2010/2011
Isotipos: (n=38) (n=38)
aCL Anti-B,GPI aCL Anti-B,GPI aCL Anti-B,GPI
IgG 0 1 0 0 0 0
IgM 8 33 7 35 7 31
IgG+IgM 1 3 2 1 0 0
Total 9(23,7%) 37(97,4%) 9(23,7%) 36(94,7%) 7(18,4%) 31(81,6%0)

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Dos pacientes positivos para anticorpos aCL e/ou anti-B,GPI com o isotipo IgM, os

niveis médios de concentracdo de aCL foram de 74,3 U/mL no soro retestado, em 2012, e de

64,6 U/mL no soro 2010/2011. Em relagéo ao anti-p,GPI as concentracdes foram de 67,7 e

62,5 U/mL respectivamente, conforme tabela 3.

Tabela 3- Valores dos anticorpos aCL e anti-B,GPI por isotipos IgG e IgM nos pacientes com

hanseniase no reteste 2012 e nova coleta 2010/2011.

Variaveis Média Desvio Mediana Minimo  Méaximo
U/mL Padréo

Reteste soro 2004

aCL IgG 34,0 2,8 34,0 32,0 36,0
aCL IgM 74,3 42,7 60,0 17,0 1440
anti-p,GPI 19G 159,0 - 159,0 159,0 159,0
anti-g,GPI IgM 67,7 95,6 22,5 11,0 357,0
Nova coleta 2010/2011

aCL IgM 64,7 33,0 57,0 28,0 122,0
anti-g,GPI IgM 62,5 107,5 16,0 11,0 410,0
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Observa-se na Figura 10 que, dos pacientes positivos para anticorpos aCL, todos

apresentaram diminuicdo nas concentrac6es do isotipo IgM no soro retestado, em 2012, em

relacdo a na nova coleta (2010/2011).

Figura 10 - Positividade de anticorpos aCL do isotipo IgM em diferentes periodo de coleta de soro.
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Fonte: Autor (dados da pesquisa)

O isotipo IgM para o anti-B,GPI apresentou variabilidade nos titulos para o isotipo

IgM no soro retestado, em 2012, em relacdo a na nova coleta, conforme Figura 11.

Figura 11 - Positividade de anticorpos anti-,GPI do isotipo IgM em diferentes periodo de coleta.
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Dos nove pacientes com hanseniase positivos para anticorpos aCL no reteste, 7/9
(77,8%) apresentaram titulos > 40 U/mL, sendo todos do isotipo IgM e com nivel médio de
concentracdo de anticorpos aCL de 88 MPL. Destes, seis (85,7%) permaneceram com titulos
de IgM> 40U/mL na nova coleta, com nivel médio de anticorpo aCL de 70,8 MPL. Anti-
B.GPI em titulos de IgM> 40 U/mL foram encontrados em 12|37 (32,4%) dos soros positivos
no reteste, sendo um do isotipo 1gG (159 U/mL) e 11 do IgM. Sendo que na nova coleta 6|12

(50,0%) continuaram com altas concentracdes, conforme tabela 4.

Tabela 4 - Anélise dos pacientes com hanseniase positivos para aFL com titulos > 40 U/mL no reteste
e na nova coleta.

Titulos>40U/mL

aFL N % Média  Mediana Minimo Maximo
aCL
Reteste soro/2004 719 77,8 88,0 86,0 42,0 144,0
Soro 2010/2011 6|7 85,7 70,8 58,0 44,0 122,0
anti-p,GPI

Reteste soro/2004 12|37 32,4 177,7 191,0 45,0 357,0

Soro 2010/2011 6|12 50,0 254,0 271,0 102,0 410,0

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Considerando a distribuicdo das formas clinicas nos pacientes positivos para
anticorpos aFL com titulos > 40 U/mL, foi observado que a forma VV predominou em
relagdo aos anticorpos aCL e anti-B,GPI para o reteste e para o soro da nova coleta em
2010/2011 (Figura 12).
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Figura 12 - Distribuicdo das formas clinicas nos pacientes com hanseniase com titulos
40U/mL os para os anticorpos aCL e anti-p,GPIl em relagéo ao reteste e a nova

coleta.
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Reteste Nova coleta Reteste Nova coleta
anti-p2GPI

BT = borderline tuberculoide, BB= borderline borderline; BV= borderline
virchowiana; VV = virchowiana

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Entre os sete pacientes com hanseniase positivos para anticorpos aCL, seis (85,7%)

apresentaram concomitantemente anti-p,GP1.

Nos soros dos pacientes com hanseniase da nova coleta 2010/2011, 32 (84,2%)
apresentavam positividade para pelo menos um dos anticorpos aFL estudados, destes, um
(3,1%) foi positivo para anticorpo aCL, 25 (78,1%) para anti-B,GPI e 6 (18,8%) para ambos

anticorpos, conforme Figura 13.

Figura 13 - Positividade de anticorpos aCL, anti-B,GP e aFL nos 32 pacientes com hanseniase.

25

n° pacientes
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Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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Na nova coleta 2010/2011 dos 38 pacientes com hanseniase, 32 (84,2%) eram

positivos para os anticorpos aFL (aCL e anti-B,GPI) e seis (15,8%), negativos. Esses

pacientes foram comparados quanto as suas caracteristicas demogréficas e clinica, e

observou-se que ndo houve diferenca significativa para estas variaveis, conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Andlise das caracteristicas demograficas e clinicas dos 38 pacientes com hanseniase

segundo o anticorpo aFL na nova coleta 2010/2011.

aFL (soro 2010/2011)
Variaveis Negativo Positivo Total P
n % n % n %

Sexo 0,670*
Masculino 5 83,3% 23 71,9% 28 73,7%
Feminino 1 16,7% 9 28,1% 10 26,3%
Idade 37,0+18,.2 48,1+ 16,0 46,3+ 16,6 0,075**
Tempo de Atendimento 81,2+ 18,3 77,4+36,5 80,0+ 34,1 0,389**
Forma Clinica 0,081*
BT 1 16,7% 8 25,0% 9 23,7%
BB 2 33,3% 1 3,1% 7,9%
BV 2 33,3% 7 21,9% 9 23,7%
A% 1 16,7% 16 50,0% 17 44,7%
Episodios reacionais 1*
Presentes 0 0,0% 1 3,1% 3 7,9%
Ausentes 6 100,0% 31 96,9% 35 92,1%
Episodios reacionais no momento 1*
Presentes 1 16,7% 3 9,4% 4 10,5%
Ausentes 5 83,3% 29 90,6% 34 89,5%
Medicacéo 0,188*
Né&o 5 83,3% 15 46,9% 20 52,6%
Sim 1 16,7% 17 53,1% 18 47,4%
Prednisona 0,278*
N&o 0 0,0% 4 23,5% 4 22,2%
Sim 1 100,0% 13 76,5% 14 77,8%
TLD 0,387*
Né&o 0 0,0% 6 35,3% 6 33,3%
Sim 1 100,0% 11 64,7% 12 66,7%

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

* Teste de Qui-Quadrado

** Teste de Mann-Whitney
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Em relacdo as variaveis clinicas nesses 38 pacientes ndo foi observado diferenca

significativa entre 0s pacientes positivos e negativos para os anticorpos aFL de acordo com a

Tabela 6.

Tabela 6 - Anélise das variaveis clinicas dos 38 pacientes com hanseniase segundo o anticorpo aFL na

nova coleta 2010/2011.

aFL (soro 2010/2011)

Variaveis Negativo Positivo Total P
N % n % n %

Trombose Vascular 1*
Né&o 6 100,0% 31 96,9% 37 97,4%
Sim 0 0,0% 1 3,1% 1 2,6%
Morbidade Gestacional 1*
Né&o 6 100,0% 31 96,9% 37 97,4%
Sim 0 0,0% 1 3,1% 1 2,6%
Diabetes 1>
Né&o 6 100,0% 30 93,8% 36 94,7%
Sim 0 0,0% 2 6,3% 2 5,3%
Tabagismo 0,670*
Né&o 3 50,0% 20 62,5% 23 60,5%
Sim 3 50,0% 12 37,5% 15 29,5%
Etilismo 0,315*
Né&o 5 83,3% 31 96,9% 36 94,7%
Sim 1 16,7% 1 3,1% 2 5,3%

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

* Teste de Qui-Quadrado

N&o houve associacdo entre as caracteristicas demograficas e clinicas da hanseniase

com 0s titulos para um dos anticorpos aFL, > 40 U/mL (oito - 25,0%) ou < 40 U/mL (24 -
75,0%), nos 32 pacientes. Vide Tabela 7.
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Tabela 7 - Anélise das caracteristicas demograficas e clinicas dos 32 pacientes com hanseniase
segundo titulo do anticorpo aFL na nova coleta 2010/2011.

Titulo aFL Soro 2010/2011

Variaveis > 40 U/mL <40 U/mL Total P
n % n % n %
Sexo 1*
Masculino 6 75,0% 17 70,8% 23 71,9%
Feminino 2 25,0% 7 29,2% 9 28,1%
Idade 52,6 £19,8 46,5+ 14,7 48,1 £159 0,571**
Tempo de Atendimento 95,6 +44,2 71,3+32,4 77,4+ 36,5 0,231**
Forma Clinica 0,820*
BT 1 12,5% 7 29,2% 8 25,0%
BB 0 0,0% 1 4,2% 1 3,1%
BV 2 25,0% 5 20,8% 7 21,9%
\YAY 5 62,5% 11 45,8% 16 50,0%
Episddios reacionais 1*
Presentes 8 100,0% 23 95,8% 31 96,9%
Ausentes 0 0,0% 1 4.2% 1 3,1%
Episddios reacionais no momento 0,554*
Presentes 0 0,0% 3 12,5% 3 9,4%
Ausentes 8 100,0% 21 87,5% 29 90,6%
Medicacéo 0,419*
Né&o 5 62,5% 10 41,7% 15 46,9%
Sim 3 37,5% 14 58,3% 17 53,1%
Prednisona 0,428*
Né&o 6 75,0% 13 54,2% 19 59,4%
Sim 2 25,0% 11 45,8% 13 40,6%
Talidomida 0,670*
Né&o 6 75,0% 15 62,5% 21 65,6%
Sim 2 25,0% 9 37,5% 11 34,4%
Fonte: Autor (dados da pesquisa) * Teste de Qui-Quadrado

** Teste de Mann-Whitney
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N&o houve diferenca entre as frequéncias dos anticorpos aFL, em pacientes com

titulos maiores ou menores que 40 U/mL em relagdo as variaveis clinicas, conforme Tabela 8.

Tabela 8 - Andlise das variaveis clinicas dos 32 pacientes com hanseniase segundo titulo do anticorpo

aFL na nova coleta 2010/2011.

Titulo aFL Soro 2010/2011

Fatores Associados > 40 U/mL <40 U/mL Total P
n % n % n %

Trombose Vascular 1
N&o 8 100,0% 23 95,8% 31 96,9%
Sim 0 0,0% 1 4,2% 1 3,1%
Total 8 100,0% 24 100,0% 32 100,0%
Morbidade Gestacional 0,250
N&o 7 87,5% 24 100,0% 31 96,9%
Sim 1 12,5% 0 0,0% 1 3,1%
Total 8 100,0% 24 100,0% 32 100,0%
Diabetes 1
N&o 8 100,0% 22 91,7% 30 93,8%
Sim 0 0,0% 2 8,3% 2 6,3%
Total 8 100,0% 24 100,0% 32 100,0%
Tabagismo 0,350
N&o 5 62,5% 15 62,5% 20 62,5%
N&o, mas ja fumou 0 0,0% 5 20,8% 5 15,6%
Sim 3 37,5% 4 16,7% 7 21,9%
Total 8 100,0% 24 100,0% 32 100,0%
Etilismo 1
N&o 8 100,0% 23 95,8% 31 96,9%
Sim 0 0,0% 1 4.2% 1 3,1%
Total 8 100,0% 24 100,0% 32 100,0%

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Na tabela 9, utilizando-se 0 Modelo 1 de regressdo logistica binaria multivariada,
foram observadas que as variaveis idade (p = 0,045, OR = 0,91 e IC 95% 0,82 - 1,00) e forma
clinica virchowiana (p = 0,034; OR = 0,02 e IC 95% = 0,0 - 0,76) reduzem as chances dos

pacientes tornarem-se aFL negativo. Considerando que a varidvel idade € continua, deve-se

observar que idades mais avangadas tendem a reduzir a chance do paciente ser negativo para o

anticorpo aFL. O uso de prednisona ou talidomida e a dose nédo influenciou a “negativagéo”
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do aFL, mesmo quando houve ajuste (Modelo 2) pelas doses de prednisona e talidomida (p =
0,504; p = 0,670, respectivamente).

Tabela 9 - Modelos de regressdo logistica binaria multivariada avaliando fatores provéveis para a
“negativacdo” do aFL em pacientes com hanseniase.

Preditor IC 95% Odds Ratio (OR) p-valor
Modelo 1

Idade 0,82-1,00 0,91 0,045
Sexo 0,0-2,84 0,11 0,185
Forma virchowiana 0,0-0,76 0,02 0,034
Uso de Prednisona 0,0-4,88 0,09 0,237
Uso de Talidomida 0,01-14,7 0,44 0,647
Modelo 2

Idade 0,84 -1,00 0,92 0,044
Sexo feminino 0,0-2,16 0,08 0,134
Forma virchowiana 0,0-0,92 0,03 0,044
Dose de Prednisona 0,71-1,18 0,92 0,504
Dose de Talidomida 0,95-1,03 0,99 0,670

Fonte: Autor (dados da pesquisa) ~ "Hosmer-Lemeshow 3.805, p=0.874; ’Hosmer-Lemeshow 5.171, p=0.739

Para avaliar se o indice baciloscépico inicial influencia na positividade dos
anticorpos, utilizou-se a regressdo logistica binaria onde cada anticorpo (aCL ou anti-B,GPI)
foi inserido no modelo como variaveis dependentes e o indice baciloscépico inicial como
variavel independente continua. Na tabela 10 esta evidente que o indice baciloscépico inicial
influenciou na positividade para os anticorpos aCL (p = 0,043; OR = 2,75) e anti-B,GPI (p =
0.044; OR = 2,46).

Tabela 10 - Regresséo logistica binaria avaliando influencia do indice baciloscdpico inicial sobre os
anticorpos aFL em 38 pacientes com hanseniase.

Modelo IC 95% Odds Ratio (OR) p-valor
aCL vs. Indice Baciloscopico Inicial 1,03-7,33 2,75 0,043
Anti-B,GPI vs. indice Baciloscopico Inicial> | 1,02 - 5,58 2,46 0,044
aFL vs. indice Baciloscépico Inicial® 1,03-7,33 2,74 0,044

"Hosmer-Lemeshow 4.968, p=0.874; 2Hosmer-Lemeshow 5.171, p=0.739; *Hosmer-Lemeshow 4.968, p=0.874.
Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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Posteriormente, o indice baciloscopico inicial e atual foram agrupados segundo
anticorpo aFL (positivos e negativos), utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis (p<0,0001),
utilizando-se o teste de Dunn para comparacGes multiplas. Na Figura 14 observa-se que o
indice baciloscopico no diagnéstico e atual € maior nos individuos com anticorpos aFL

positivos (p = 0,029 e 0,012, respectivamente).

Figura 14 - indice baciloscopico inicial (soro 2004) e atual (soro 2010/2011) de acordo com o0s

anticorpos aFL em 38 pacientes com hanseniase.
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Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Na Figura 15, observa-se a curva de Kaplan-Meier que ndo apresentou diferencga
estatistica no tempo de persisténcia dos anticorpos aFL, para a forma clinica VV (mediana de
80 meses) quando comparado com as outras formas da hanseniase - BT, BB e BV (mediana
de 77 meses) - (Log-rank Mantel-Cox p = 0.623; de Grehan-Breslow-Wilcoxon p = 0.495).
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Figura 15 - Curva de Kaplan-Meier para comparar a persisténcia dos anticorpos aFL em relacdo a
forma virchowiana e as outras formas clinicas da hanseniase (BT, BB e BV).
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Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Uma tabela completa com as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com
hanseniase e os resultados de anticorpos aFL, de 2004 e 2010/2011 estdo demonstradas no

apéndice C.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com pacientes ambulatoriais, em um centro de referéncia
para atendimento de hanseniase no Estado do Amazonas, incluindo as diversas formas
clinicas, a maioria apresentava a forma multibacilar, sem reacéo e todos estavam em alta do
tratamento especifico com PQT por longo tempo, em meédia 78,0 meses. O intervalo entre a
primeira e a segunda coleta de sangue, foi em media de 66,9 meses.

O predominio do sexo masculino entre os pacientes com hanseniase encontrado em
nosso estudo esta de acordo com a literatura. Na maioria dos paises, as taxas de deteccdo da
doenca sd@o maiores nos homens do que nas mulheres, numa proporcao de 2:1, excecdo feita a
alguns paises da Africa (LE GRAND, 1997).

Vaérios estudos apontam uma frequéncia aumentada de alguns autoanticorpos em
hanseniase, predominantemente na forma VV, multibacilar, e menos frequente na forma TT
(CHAVEZ-LEGASPI et al., 1985; GARCIA-DE LA TORRE, 1993; NAAFS, OTTENHOFF,
1994; RIBEIRO et al., 2009).

Anticorpos antifosfolipideos constituem um grupo heterogéneo de autoanticorpos
descritos em diversas doencas autoimunes, particularmente na SAF primaria e no LES,
estando frequentemente associados a fendmenos trombdticos e morbidade gestacional
(ASHERSON, CERVERA, 2003). Porém, em doencas infecciosas anticorpos aFL
normalmente ndo estdo associadas com coagulopatia (ROUBEY, 1996).

Anticorpos aFL tém sido também descritos em varias doencas infecciosas. Tais
anticorpos estdo frequentemente presentes durante hepatites B e C, retrovirus e em algumas
infeccBes bacterianas como hanseniase e sifilis (SANTIAGO et al., 2001; DE LARRANAGA
etal., 1999; LOIZOU et al.; 2003; RIBEIRO et al., 2011). O significado clinico de anticorpos
aFL associados a diversas infeccbes é controverso. Em muitos estudos a presencga desses
anticorpos associados as infec¢des tem sido considerada como ndo patogénica (CERVERA,
ASHERSON, 2005; AVCIN, TOPLAK, 2007). Entretanto alguns autores, mostram
complicagdes tromboembolicas relacionadas aos aFL em pacientes com doencas infecciosas
Blank, Shoenfeld (2004), como hepatite C Kida et al. (2009), citomegalovirus (LABARCA et
al., 1997; ABGUEGUEN et al., 2003; LADD et al, 2009; ABGUEGUEN et al., 2010) e na
hanseniase (BAKOS et al., 1996; AKERKAR, BICHILE, 2005; BROCHADO et al., 2010).
No entanto, 0s mecanismos que levam ao desenvolvimento de anticorpos aFL e suas possiveis

implicacdes fisiopatoldgicas, em pacientes com infecgdes, ndo tém sido bem estabelecidos.
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Na vigéncia de um processo infeccioso, anticorpos aFL poderiam ser induzidos por sutis
distarbios da regulagdo da imunidade humoral e celular ou, alternativamente, seu
desenvolvimento poderia ser decorrente da exposicdo a moléculas proprias de fosfolipideos,
durante o processo inflamatorio subsequente a infec¢do. Atualmente, a hipdtese mais aceita
para o surgimento anticorpos aFL patogénicos é que as infec¢Bes constituem um gatilho, para
a indugdo desses anticorpos, pelo mimetismo molecular, em individuos geneticamente
predispostos (SHOENFELD et al., 2000; LOIZOU et al., 2003; BLANK, SHOENFELD,
2004). Nesse caso, na vigéncia de uma infecgdo, peptideos de origem bacteriana ou viral, de
sequéncia homodloga a peptideos da molécula de B,GPI seriam apresentados por células
dendriticas aos linfocitos T que iriam estimular linfocitos B a produzirem anticorpos contra a
sequéncia heterologa, os quais reagiriam de modo cruzado com a B,GPI do individuo
(BLANK, SHOENFELD, 2004; SHOENFELD, et al., 2006).

Em nosso estudo, a frequéncia de anticorpos aFL nos pacientes com hanseniase foi
maior na forma multibacilar VV, geralmente sem manifestacdes clinicas relacionados a SAF,
como ja referido em varios estudos (DE LARRANAGA et al., 2000; ARVIEUX et al., 2002;
LOIZOU et al., 2003; FORASTIERO et al, 2005; RIBEIRO et al., 2011). No entanto, nédo foi
encontrada associacdo entre positividade para anticorpos aFL e episodios reacionais,
corroborando os dados de outro estudo (RIBEIRO et al., 2011). Entretanto, um unico trabalho
com poucos pacientes encontrou esta associacdo (FIALLO et al.,1998a).

Nos pacientes foi observada, predominéncia do isotipo IgM para a positividade de
anticorpos aFL (aCL e anti-p,GPI), nos dois momentos nos soros testados, corroborando os
dados de alguns autores (DE LARRANAGA et al., 2000; LOIZOU et al., 2003, RIBEIRO et
al., 2011). Entretanto, ha estudos com maior prevaléncia do isotipo da classe G para anticorpo
aCL (THAWANI et al., 1994; HOJNIK et al.,1994; FIALLO et al.,1998b). E outro estudo em
pacientes da Africa do Sul, foi encontrada maior prevaléncia do isotipo IgA (LOIZOU et al.,
2003). Para anticorpo anti-B,GPl somente um estudo ndo foi encontrado predominio para IgM
(ARVIEUX et al., 2002).

Alguns autores afirmam que os anticorpos aFL na infeccdo sdo frequentemente
transitorios podendo desaparecer ap6és o tratamento (DE LARRANAGA et al., 1999;
CARRERAS et al.,, 2000). No entanto, quando 158 pacientes com hanseniase foram
acompanhados observou-se que a positividade de anticorpos aFL ndo sofreu influéncia do
tempo de alta da PQT, persistindo em titulos elevados meses e anos ap06s termino do
tratamento (RIBEIRO et al., 2011). Nao foram encontradas evidéncias sugestivas de que a

presenca de anticorpos aFL constitua um fenémeno transitério. Por isso, foi decidido fazer um
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estudo com segmento longitudinal com esses pacientes para avaliar a persisténcia desses
autoanticorpos.

Na revisdo da literatura ndo foram encontradas referéncias com desenho semelhante ao
deste estudo em hanseniase ou em outras doencas infecciosas. Portanto, este € o primeiro
estudo relatando a persisténcia de anticorpos aFL em um grande nimero de pacientes com
hanseniase com diferentes formas clinicas e ap6s um longo periodo de acompanhamento: 38
pacientes por mais de cinco anos. Estudo anterior, de Arvieux e colaboradores (2002), avaliou
a persisténcia do anti-p,GPl em apenas seis pacientes com hanseniase, testados apds dois
anos. Positividade por curto periodo para anticorpos aFL, foi observada em outras doengas
infecciosas, tais como a mononucleose Ben-Chetrit et al. (2013), e na forma aguda da hepatite
B (HUH etal., 2011).

No presente estudo, a persisténcia da positividade para pelo menos um dos anticorpos
aFL (aCL ou anti-pB,GPI circulantes) foi encontrada em 32 (84,2%) dos 38 pacientes com
hanseniase, e seis (18,8%) desses pacientes apresentavam positividade para ambos o0s
anticorpos (aCL e anti-B,GPI) sendo todos do isotipos IgM. No entanto, os que eram
positivos, na primeira coleta, para isotipo IgG ndo permaneceram positivos no teste da nova
coleta (2010/ 2011). Portanto, ndo houve persisténcia de 1gG e, com isso, nao foi possivel
quantificar os subtipos de 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) que inicialmente era um dos
objetivos de nosso estudo para identificar biomardores para SAF na hanseniase.

Persisténcia foi observada em pacientes com hanseniase, com predominio da forma V'V,
que apresentavam titulos maiores que 40U/mL (77,8% para aCL e 32,4% para anti-p,GPI),
nos soros coletados em 2010/2011. Apesar de titulos elevados do isotipo IgM e longo tempo
de persisténcia de anticorpos aFL, ndo foi encontrada associacdo com eventos trombdéticos,
confirmando dados da literatura (ARVIEUX et al., 2002) . No entanto, ha alguns relatos de
casos de hanseniase associados aCL do isotipo IgM, mas o significado clinico destes
anticorpos ainda ndo esta claro nesta doenca (BAKOS et al., 1996; AKERKAR, BICHILE,
2005; AZULAY-ABULAFIA et al., 2006, WALLIN et al., 2009).

Na literatura, autores relatam a importancia desta associa¢do de titulos elevados de
anticorpos aFL, para o isotipo IgM, com as manifestagdes clinicas de SAF (FALCON et
al.,1997; TEIXIDO et al., 1997; STERN et al., 1998; WILSON at al ., 1999; VOSS et al.,
2001). Com isso, presenca de anticorpos anti- B,GPI, do isotipo IgM foi adicionado como
critério sorologico para a classificacdo de SAF (MIYAKIS et al., 2006).

Linfdcitos B1 ou da Zona Marginal do Bago (BZM) sdo componentes do sistema imune


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ben-Chetrit%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23290387
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inato, que possuem receptores de linfdcitos B (BCR) com a regido hipervaridvel codificada na
linhagem germinativa. Esses linfdcitos secretam predominantemente imunoglobulinas da
classe M polireativas com pouca especificidade e baixa afinidade, capazes de se ligarem
fracamente a patdgenos e estruturas do proprio organismo, tendo, portanto, potencial de
defesa e autoimunidade (MILNER et al., 2005). Esses anticorpos polireativos sao estimulados
por antigenos ndo peptidicos em uma forma T-independente. As micobactérias sdo ricas em
moléculas glicolipideos capazes de interagir com o sistema imune inato. O glicolipideo
fenolico | (PGL-1) € uma desses agentes, abundantes e preenchendo as caracteristicas de um
mitdgeno para linfocito B1 (SPENCER; BRENNAN, 2011). O fato de o isotipo IgM ser
persistente sugere que os anticorpos aFL, principalmente aCL, originam-se de resposta imune
T-independente, associada ao reconhecimento de antigenos ndo peptidicos por parte dos
Linfocitos B1 e BZM. Esses antigenos em geral incluem acgucares e glicolipideos que geram
anticorpos IgM de baixa afinidade e que raramente induzem o switch de classe para IgG.

Considerando que a cardiolipina é um fosfolipideos de membrana de bactérias,
incluindo as micobactérias, € provavel que na forma clinica VV, com indice bacilar mais alto,
fosfolipideos da membrana do Mycobacterium leprae estejam sendo reconhecidos na fase
extracelular (liberacdo durante necrose celular?) por Linfdcitos B1 ou da zona marginal do
baco (antigenos na corrente sanguinea), estimulando a producdo continua de IgM. E
interessante notar que o complemento pode ser ativado em razdo da presenca do M. leprae
nos tecidos com a producdo de C3d elemento necessario a ativacdo do Linfocito B. Desse
modo, desde que a oferta de antigenos persista a producdo de IgM (aCL ou anti- B,GPI) tende
a persistir. E também curioso que bactérias presentes no intestino e no trato urinario como
Escherichia coli contenham cardiolipina na sua constituicdo de membrana, 0 que sugere a
possibilidade de anticorpos naturais aCL IgM em individuos saudaveis.

Varios estudos sugerem que anticorpos contra a [,GPI seriam marcadores mais
especificos de SAF, apresentando maior associacdo com as complicagdes tipicas da SAF e
menor frequéncia em doencas infecciosas (CABIDES et al., MARTINUZZO et al.,
McNALLY et al., 1995; FORASTEIRO et al.,1997; GUERIN et al., 1999). Na hanseniase, ha
um estudo em camundongos, no qual os autores demonstraram que anti-p,GPlI, isolados de
pacientes portadores da doenca, ndo foram trombogénicos e apresentaram efeito pro-
inflamatério (FORASTIERO et al, 2011). No presente estudo foi encontrada alta frequéncia
de persisténcia da positividade para anti-B,GPI (81,6%), mas sem associacdo com as

complicagdes tipicas da SAF.
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Estudo de Arvieux et al. (2002), com pacientes de hanseniase sem SAF mostrou que
anticorpos anti-pB,GPI s3o dirigidos contra os dominios V de B,GPI, enquanto aqueles de
pacientes com SAF sdo dirigidos contra o dominio I. De Laat et al. (2005), mostrou que 0s
anticorpos IgG reconhecem um epitopo em dominio I de B,GPlI, incluindo as posi¢cdes G40 -
R43, havendo associa¢do com historia de trombose e um teste anticoagulante lGpus positivo.
Dominio | comporta-se como um epitopo criptico, sendo exposto de maneira conformacional
sempre que o PGPl é submetido a estresse oxidativo ou de outra natureza
(GIANNAKOPOULOS et al., 2012; DE GROOT; URBANUS, 2012).

A troca do aminoé&cido leucina (Leu) pela valina (Val), no c6don 247, no dominio V da
B.GP1, pode ocasionar mudanca conformacional na proteina, induzindo a producdo de
anticorpos anti-B,GP1, observado na SAF. Os pacientes que apresentam homozigose
Val247Val possuem maior risco de desenvolver fendmenos tromboembdlicos que
caracterizam a SAF (LOIZOU et al., 2003; PRIETO et al., 2003; YASUDA et al., 2005;
CHAMORRO et al., 2012). Brochado e colaboradores (2010), mostraram variagOes
polimérficas da B,GPl em pacientes com hanseniase e concluiram que as substituicdes
Leu247Val e Trp316Ser podem representar fatores de risco genético para a producdo de anti-
B2GPI em pacientes multibacilares.

No presente trabalho, como foi detectada a persisténcia dos anticorpos aFL foram
analisados alguns fatores que poderiam contribuir para este achado, tais como: caracteristicas
demogréficas, clinicas da hanseniase e as manifestagdes tromboembdlicas comparando o0s
pacientes que eram positivos e negativos para anticorpos aFL, e ndo houve influéncia nos
resultados, mesmo quando avaliamos os valores dos titulos de anticorpos > 40 U/mL ou < 40
U/mL.

Em razdo de algumas variaveis, como forma clinica (p=0,081), idade (p=0,075) e
tratamento (p= 0,188) terem apresentado tendéncia de associacao estatistica, considerando-se
como critério para tendéncia estatistica p<0,2 (RIFFEENBURG, 2012). Foi realizada a
analise com regressédo logistica multipla com ajuste para o sexo e, desta forma, foi observada
que a persisténcia dos anticorpos aFL € influenciada pela idade, forma clinica VV e indice
baciloscopico.

Os dados mostraram que idades mais avangadas tendem a aumentar a chance do
paciente ser positivo para o anticorpo aFL, talvez por exposi¢do cumulativa maior a antigenos
da micobactéria e antigenos de outras infec¢des (ou pela senescéncia do sistema imune que

impede a eliminacéo total da micobactéria).
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Pela Curva de Kaplan-Meier ndo foi observada diferenca da persisténcia dos anticorpos
aFL na forma VV e em relacdo as outras formas clinicas (BT, BB e BV) provavelmente
devido ao pequeno numero de pacientes incluidos no estudo.

Esta evidente que o indice baciloscdpico inicial influenciou na positividade para os
anticorpos aFL. E plausivel supor que Mycobaterium leprae persiste em forma inativa ou
latente no corpo humano, mesmo apos o tratamento, principalmente em individuos na forma
clinica VV, os quais apresentam uma resposta supostamente Ty2. A laténcia € um fato bem
aceito para as micobactérias, como sugerido pela "reativacdo” da tuberculose quando uma
pessoa infectada e "curada" é submetida a forte imunossupressdo (GUPTA et al, 2012).
Espiroquetas, Borrelia e virus, particularmente da familia Herpesviridae também o fazem
(ALBERT et al., 1999; WHITE et al., 2012). A ocorréncia do episédio reacional e 0 uso
prolongado de prednisona e/ou talidomida suporta a persisténcia do patdgeno, ainda que
inativo, e sugerem discreta interagdo com o sistema imune. Ndo se sabe onde o
Mycobacterium leprae pode situar-se: dentro macréfagos? em células Schawnn? De qualquer
forma um modo de comunicacédo deve ser estabelecido entre o patégeno e o sistema imune.

Em conclusdo, aFL do isotipo M sdo frequentes e persistente por longo periodo em
pacientes com hanseniase, como na SAF, entretanto sem associacdo com as manifestacdes
tromboembdlicas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o porqué dessa
persisténcia; o papel desses anticorpos aFL no curso da doenca; e as linhagens de linfécitos B
responsaveis pela producao desses anticorpos. Esses conhecimentos poderdo contribuir para o
melhor entendimento dos mecanismos imunoldgicos subjacentes ao controle da relacdo do

Mycobacterium leprae com o hospedeiro humano.
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7 CONCLUSOES

1. Anticorpos aFL (aCL ou anti-p,GPI) sdo persistentes, por um longo periodo, em pacientes

com hanseniase assim como na SAF.

2. A persisténcia para anticorpos aCL e anti-B2GPI foi com predominio do isotipo IgM .

3. N&o houve associacdo entre positividade e persisténcia para os anticorpos aFL e presenca

de episddios reacionais.

4. A persisténcia de anticorpos aFL foi influenciada pela idade do paciente, a forma clinica
virchowiana e o indice baciloscépico. Outras caracteristicas clinicas e demograficas ndo

apresentaram associac4o.

5. A positividade ou negatividade do teste para anticorpos aFL ndo foram associadas a
ocorréncia de fendmenos tromboembolicos, que ndo foram registrados em ambos 0s

grupos.
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APENDICE-A

FORMULARIO PARA PESQUISA

ANALISE PROSPECTIVA DA POSITIVIDADE DO ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA E ANTI 32 EM
PACIENTES COM HANSENIASE E SUA ASSOCIACAO COM FENOMENOS TROMBOTICOS.

1. IDENTIFICACAO

Ordem: ----=-====--s-=m- n° do prontuario Data da coleta: ------ [--=-- [ ------
Nome: --- Idade: ------ /anos - Data Nasc: ---- /--- [ ---
Sexo: 1] Masculino 2 [1 Feminino

Profissao: -------=-=-=soseencecenu Naturalidade: ------------------ Procedéncia: ------------
Enderego: ------=--=--s-omneeaeenas Bairro:- --------------mme oo Telefone: --------------

2. HISTORIA CLINICA DA HANSENIASE

Data do inicio do diagnéstico: ---- / ---- / ---- Data da alta; ---- / ---- [ ----

Forma clinica: 1 1 MHI -2 (1 MHT - 311 MHBT -4 1 MHBB - 51 MHBV -6 [1 MHV.
Inicio do tratamento: -/ - / - Esquema: 1 1 PQT6 - 2 1 PQT12 - 31PQT24 -4 [ outros.
Recidiva: 1 [ 2 [ ndo

Reacdo hansénica: 1 [1sim 2 [Indo Data Gltimo episodio: ---- / === [ -------

Tipo de reagdo: 1 [ Neurite isolada 21 Tipol 31 Tipo2
Quando? 1Jantes - 2 [Jdurante otto - 3 [ aposalta - 4 1 ambos

Reacdo no momento? 1[1sim - 2[1ndo

Tipo reacdo hoje: 1 71 Neurite isolada - 2 (1 Tipol - 31 Tipo2

Tratamento 1 [1 AINES - 2 [ Prednisona 3 [/Talidomida — Dose

3. MANIFESTACOES ARTICULARES:

Doenca reumatica prévia: 1 [1 Sim 21 Né&o
Qual?
Queixas reumaticas atuais:

100 Artrite - 2 [ Artralgia - 3 (I Artrite /Artralgia

Artrite: 1[0 Mono - 21 0Oligo - 3 Poli - 1] Simétrica - 2 (] Assimétrica

Articulagbes: 1 [1 IFPs D [1IFPSE - 21 MCFs D MCFs E - 311 Punho D []PunhoE - 41]
Cotv.D [1Cotv.E - 5[10mbroD [1OmbroE - 6 [1MTFsD

OOMTFSE - 70TnzD 1 TnzD - 81]JoelhoD [JJoelho E -9 [ICxfem D [] CxfemE.

4. Manifestacbes tromboembolicas

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO (SAF):

Critérios clinicos:

1 - Trombose vascular ( )

Venosa ( )

Arterial ( )

Microvascular ()

2 - Morbidade gestacional ( )

(a) Um ou mais 6bitos inexplicaveis de fetos morfologicamente normais (US ou exame direto do feto),
na ou apds a 10° semana.

(b) Um ou mais nascimentos prematuros de neonato morfologicamente normal, na ou antes da 34°
semana de gestacdo. Devidos a pré-eclampsia, a eclampsia ou a insuficiéncia placentéria grave.

(c) Trés ou mais abortos consecutivos e inexplicaveis, antes da 10° semana. Devem-se excluir

alteracBes hormonais ou anatdmicas maternas, além de alteracdes maternas e/ou paternas.




Critérios laboratoriais:
ACL

LAC

Anti-B2 GPI

Outros autoanticorpos:

Diabetes () Glicemia: mg/dL
Tabagismo atual () Descrever:

Evento aterosclerético () Descrever:

Histéria familiar DAC precoce ( )

Peso: Altura: IMC:
Colesterol total: mg/dL HDL-c: mg/dL
LDL-c: mg/dL Triglicérides: mg/dL

ANTECEDENTES PESSOAIS
Trombose? sim( ) ndo ( )
Localizacéo:

Quando:
Confirmada por: suspeita clinica ( )
Exames complementares: US com Doppler ()

Tratamento:

FRAMINGHAM

Idade: ~~ +CT:___ +Tabagismo:  +HDL:  +PAsistolica:
Pontuacéo total: Percentagem de risco de DAC em 10 anos:

4- Laboratorio:

Hemograma: Erit HT HB
Leuc Neu Linf Eos.
Plaguetas:
Bioguimica: TGO TGP VHS
Sorologia: FR FAN HEp-2 anti-DNA
Anti-CCP ANCA aCL

anti-p,-glicoproteina |

ASSINATURA: ---- ----

D S ——
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APENCIDE-B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Manifestacoes reumaticas na Hanseniase: Aspecto clinico e laboratorial”

A hanseniase é uma doenca que causa problemas principalmente na pele e nos nervos, mas,
alguns doentes podem ter dor e inchago nas juntas, podendo dificultar os movimentos e o trabalho do
dia-a-dia. Este estudo tem como objetivo contribuir para melhor conhecer os mecanismos porgue a
hanseniase causa artrite. O melhor conhecimento da doenca pode ajudar os médicos a escolher um
tratamento para a artrite.

Se o (a) senhor (a) participar deste estudo, responderd um questionario com perguntas
relacionadas a sua doenga e sera examinado. Sera coletado 10 ml de sangue para realizacdo de exames
laboratoriais.

O Sr (a) esta sendo convidado (a) a fazer parte deste estudo e, se concordar, sera submetido
aos procedimentos acima citados.

Todos os dados pessoais e resultados obtidos serdo mantidos em segredo. O senhor (a) podera
tirar qualquer davida sobre os exames, podendo decidir participar ou ndo, sabendo que isso ndo
interferird no seu tratamento na instituicdo, assim como pode sair do estudo caso seja essa a sua
vontade. O Sr. (a) terd direito a assisténcia médica pela instituicdo caso ocorra algum problema

durante a realizacéo do estudo.

Eu (paciente ou
responsavel) fui informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhado.
O Dr (a) ---- garantiu-me de que todos

0s dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Declaro que recebi cdpia do presente Termo de Consentimento.
Nome do Paciente: -
Assinatura do paciente:

Nome do pesquisador: -

Assinatura do pesquisador:

Manaus, __ de de 2010.

Endereco para contato com o pesquisador: Ambulatério Alfredo da Matta de segunda a sexta feira no
periodo da manha no Ambulatério de Hanseniase Tel.: 3663-2126.

Dr2 Sandra Lucia Euzébio Ribeiro Fone: 92373309
Dr2 Helena Lucia Alves Pereira Fone: 9102-0941
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CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES COM HANSENIASE E
RESULTADOS DE ANTICARDIOLIPINA E ANTI-B,GLICOPROTEINA L.

anti

Sx Coleta Id FC Tdea Alta Talta Reag I;gg Tr;ggae:m aFL acL 0L 2L Bfé?\;;/ ﬁ?:gle ﬁ:‘g,ivl

1 2004 68 VW 4 N - S ENH P-60 T-100 pos pos neg 90 pos neg 44
2010/2011 74 VvV 80 S 62 N * P-10 T-100 pos pos neg 44 pos NR 21

) E 2004 41 BT 2 N - N * ¥ pos neg neg neg pos neg 15
2010/2011 47 BT 78 S 66 N 8 ¥ pos NR NR NR pos NR 12

Y 2004 28 vwWw 21 N - N * P-40 T-200 pos pos neg 107 pos neg 358
2010/2011 33 VvV 82 S 57 N * T-100 pos pos neg 59 pos NR 222

4 M 2004 46 BV 23 S 0 N * P-15-50 T-100 pos neg neg neg pos neg 21
2010/2011 47 BV 36 S 13 N * P-20 T-100 pos NR NR NR pos NR 20

5 M 2004 24 vV 19 N - N * P-60 T-100 pos pos neg 29 pos neg 90
2010/2011 30 vV 92 S 65 N * P-10 T-50 pos neg neg neg pos NR 11

6 M 2004 21 BB 48 S 23 S ENH P-60 T-100 pos neg neg neg pos neg 32
2010/2011 28 BB 135 S 110 S ENH P-20mgT-100 neg NR NR NR neg NR neg

; . 2004 28 1 3 N - N * P-50 pos neg neg neg pos neg 12
2010/2011 34 BT 76 S 9 N * P-10 pos NR NR NR pos NR 12

8 M 2004 25 VW 70 S 47 N * P-60 pos neg neg neg pos neg 15
2010/2011 29 vv 125 S 101 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 13

9 M 2004 5 BT O N - S RR P-60 pos neg neg neg pos neg 11
2010/2011 61 BT 73 S 61 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 13

0 M 2004 24 BB 35 S 24 N * P-60 pos neg neg neg pos neg 11
2010/2011 29 BV 99 S 87 N * ¥ neg NR NR NR neg NR neg

1 F 2004 25 BT 16 S 6 S RR P-60 pos neg neg neg pos neg 16
2010/2011 32 BT 96 S 85 N * ¥ neg NR NR NR neg NR 10

o F 2004 74 BT 8 N - N * P-40 pos neg neg neg pos neg 41
2010/2011 81 BT 81 S 78 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 137

13 M 2004 28 VW 62 S 34 S ENH P-50 T-100 pos neg neg neg pos neg 11
2010/2011 34 vV 135 S 110 N * P-30 T-100 pos NR NR NR pos NR 19

“ M 2004 72 BB 25 S 14 N * P-60 pos neg neg neg pos neg 20
2010/2011 74 BB 49 S 37 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 24

5 M 2004 36 VvV 77 S 38 N * P-40 T-200 pos pos neg 77 pos neg 761
2010/2011 42 VvV 147 S 109 N * ¥ pos pos neg 122 pos NR 334

6 M 2004 45 VvV 127 S 103 N * P-60 T-100 pos pos  neg 71 pos neg 127
2010/2011 51 VvV 198 S 174 N * ¥ pos pos neg 97 pos neg 102

7 M 2004 39 VW 12 N - N * P-40 T-200 pos pos neg 25 pos 22 38
2010/2011 44 VvV 72 S 49 N * P-15T-100 pos neg neg neg pos neg 28

8 M 2004 48 BV 16 N - S ENH P-10 T-100 pos neg neg neg pos 20 269
2010/2011 62 BV 67 S 48 N * T-100 pos neg neg neg pos NR 12

9 M 2004 20 VW 40 S 2 N * ¥ pos pos 46 76 pos neg 346
2010/2011 26 VvV 108 S 83 N * ¥ pos pos neg 57 pos NR 320

Continua...
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2004 18 BV 12 N - S RR P-50 pos neg neg neg pos neg 23

20 2010/2011 23 BV 78 S 55 N * P-20 T-100 pos NR NR NR pos NR 14
2004 53 BT 47 S 36 N * ¥ pos neg neg neg pos neg 17

a F 2010/2011 59 BT 110 S 99 S NI P-20 pos NR NR NR pos NR 11
2 M 2004 26 VW 23 S 1 S ENH P-50 pos neg neg neg pos 21 14
2010/2011 31 VvV 92 S 57 N * ¥ pos NR NR NR pos neg 15

2004 15 BV 21 S 10 N * P-05-50 pos neg neg neg pos 20 11

s F 2010/2011 20 BV 89 S 77 N * P-5 pos NR NR NR pos NR 22
2004 23 BV 6 N - N * ¥ pos neg neg neg pos neg 27

24 M 2010/2011 28 BV 74 S 65 N * ¥ neg NR NR NR neg NR 10
x M 2004 63 BV 7 N - N * ¥ pos pos neg 57 pos 46 478
2010/2011 68 BV 69 S 55 N * P-5 pos pos neg 28 pos neg 410

2004 41 BT 8 N - N * ¥ pos neg neg neg pos neg 23

2% M 2010/2011 47 BT 74 S 64 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 15
2004 56 BT 77 S - N * ¥ pos neg neg neg pos neg 16

a7 M 2010/2011 61 BT 127 S 113 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 16
8 M 2004 63 BV 54 S 43 N * P-5 pos neg neg neg pos 770 neg
2010/2011 69 BV 118 S 107 N * P-10 pos NR NR NR pos neg 11

29 M 2004 45 vV 21 N - S ENH P-40 T-100 pos neg neg neg pos neg 22
2010/2011 50 VvV 83 S 59 S ENH P-05 T-100 pos NR NR NR pos NR 18

0 M 2004 29 BB 29 S 14 S NI P-60 pos neg neg neg pos neg 13
2010/2011 35 VV 94 S 80 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 13

2004 67 BB 13 S 2 N * P-10 pos neg neg neg pos neg 11

M 2010/2011 74 BB 92 S 82 N * ¥ neg NR NR NR neg NR 10
2 M 2004 47 VWV 52 S 16 S ENH T-100 pos neg neg neg pos neg 19
2010/2011 53 VvV 122 S 86 N * T-100 pos NR NR NR pos NR 13

3 F 2004 41 BV 112 S 86 S RR P-60 pos pos neg 66 neg neg neg
2010/2011 46 BV 171 S 147 N * ¥ pos pos neg 46 neg NR neg

34 M 2004 26 VW 17 N - S ENH P-100 pos neg neg neg pos neg 11
2010/2011 31 VvV 81 S 58 N * ¥ neg NR NR NR neg NR 10

s F 2004 41 BT 35 N - N * ¥ pos neg neg neg pos neg 14
2010/2011 63 BT 94 S 80 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 13

6 M 2004 58 VW 14 N - N * P-05-50 pos neg neg neg pos neg 12
2010/2011 46 VWV 77 S 52 S ENH P-60eT-200 pos NR NR NR pos NR 25

37 F 2004 46 VvV 124 S 94 N * T-100 pos neg neg neg pos neg 41
2010/2011 51 VvV 184 S 154 N * ¥ pos NR NR NR pos NR 27

38 2004 42 BT 21 S 7 S RR P-50 pos neg neg neg pos neg 26
2010/2011 47 vV 83 S 69 N * P-05 pos neg neg neg pos NR 15

Id = Idade Talta-Tempo de alta

Sx = Sexo -=Semalta ; aFL- anticorpos antifosfolipideos
FC- Forma Clinica Tipo Reag - Tipo Reagdo NR- Néo realizado

| = Indeterminado ENH = Eritema Nodoso hansénico aCL = anticardiolipina

TT= Tuberculoide RR = Reagdo Reversa Anti-B.GPI — anti-B. glicoproteina I
BT = Borderline Tuberculoide NI =" Neurite Isolada Pos = Positivo

BB = Borderline Borderline = Sem Reagéo Neg = Negativo

Tratamento Rea¢ — Tratamento da Reagédo
P = Prednisona
T= Talidomida
¥ = Sem tratamento da reagao

BV = Borderline Virchowiana
VV =Virchowiana
Tdga - Tempo da doenga
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ANEXO A

Governo do Estado do Amazonas v .

Secretaria de Estado da Saude e S
FUNDACAO “ALFREDO DA MATTA” AM
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Manaus, 10 de marco de 2010
CARTA N2.010/10 — CEP/FUAM

A: Pesquisadora

Sandra Lucia Euzébio Ribeiro

Assunto: Administrativo. Encaminhamento de Parecer n2. 008/10 — CEP

Informamos a Vossa Senhoria o Parecer N2 008 10 CEP/FUAM do projeto intitulado:
“ANTICORPO ANTIFOSFOLIPIDES E ASSOCIACAO COM FENOMENOS TROMBOTICOS EM
PACIENTES COM HANSENIASE”, ?bi APROVADO, devendo comparecer junto ao Departamento

de Ensino e Pesquisa para discutir a operacionalizagio.

Respeitosamente,

('- e el Chey E/\ t%\ o g L«.&u@
ROSSILENE CONCEICAO DA SILVA CRUZ)

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
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Author Query Form

Jowrnal Title: Lupus (LLTF)
Article MNumber: 520469

Dear Auwthor [Editor,

Greetings, and thank you for publishing with SAGE. Your article has been copyedited and typeset, and if wehave any
queries for you they are listed below. Please address these queries when you return your proof corrections. Thank you
for your time and effort.

Please ensume that you have obtained and enclosed all necessary permizsions for the reproduction of artistic works,
{e.g. ilustrations, photographs, charts, maps, other visual material, etc.) not owned by yourself, and ensure that the
Contribution contains no unlawful statements and does not infringe any rights of others, and agree to indemnify the
Publisher, SAGE Publications Ltd, against any claims in respect of the above warranties and that you agree that the
Conditiors of Publication form part of the Publishing Agreement.

Any colour figures have been incorporated for the on-line verson only. Colour printing in the journal must be
armnged with the Production Bditor, please refer to the figure colowr policy outlined in the e-mail
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SPECIAL ARTICLE

Long-term persistence of anti-B2 glycoprotein 1 in treated
leprosy patients

SLE Ribeiro’, HLA Pereira’, NP Silva®, EI Sato”, LFS Passos' and MC Dos-Santos”
'&]m'l.ntm of Medicine; Famlty of Mediane, Universidade Federal do Amazmas, Mamws, Brasl; *Division of Rheumatalogy,
Escola Panlista de Medicing, Universidade Federal de 550 Panla, 550 Pank, Brazil; and “Deparmment of Parasitalogy & Immunal ogy,
Thiversidade Pederal do Amazonas, Manaos, Amazonas, Brazil

B2 glycoprodein 1 (P2GPL) i3 a phospholipid binding proden that plays important mles
enlothelial stability, blood cosgulation, clearance of apoplotic debrs and other physiologic
proceses. Ant-f20P] antibodies occur in nommal individusls and tamiently dumng the
course of nfections, but ane alsoe asocsted with thrombotic events i awtoimmune disese:
the antiphospholipad syndrome (APS). A total of 31 out of 37 treated leprosy patients previ-
osly found o present high titers of Tgh anti-fRGPL andfor anticandiolipin antibaodies (20C0L)
nermained positive for [gM antiphosphaolipd antibodies (aPL), and exhibited high titers of anti-
F2GPL The 37 patients wene part of the 77 aPL-postive patents from a previous stuly that
evaluated 155 leprodsy patents. The malian time elapdad betwesn the (it and sscond sample
was 66 montha. Mone of the 37 patients had any thrombotic event and 24 had 3 resctional
stake and were still mquinng the wse of prednsone, thalidomide or both, Mone of them ful

filledd Workd Health Organzeation crtera for leprosy recurmence.  Lagpus (20014) 4, 1-3.

Key wonds anticandiohpin antibodes; antiphaipholipid syndmome; anticoagulation

Infection-related  antiphospholipid — antibodies
(@PL) are supposed to be of short duration, as
ohserved in syphilis, Jrl.lil.um.u1 tuberculosis, hc:pur_lr_ls
C and other infections.” The tepn'rr.nd prevaknes
of aPL in leprosy patients varies agoss studies,
mainly in association with lepromatous leprosy,
usually without  antiphospholipid — syndrome
{APS)related clinical manifestations 35 We previ-
ously reported a survey of 158 leprosy patients, of
which 77 had circulating aPL, either anticardiolipin
{uCL'} or anti-f2 gl}mpmr.mn I {anu—ﬁBGPl'} anI:L—
bodies, predominantly IgM, some in high titers.®
Five years later, we re-evaluated 37 of them, 32
still with detected aPL, 31 with anti-f2GPI antibo-
dies; none developed thrombotic phenomena.
Herein we present clinical and serological data of
these patients and discuss possible pathogenic
mechanisms.

Our initial survey included 158 leprosy patients
followed at the Tropical Dermatology and Venereal
Clinic of Alfredo the Mattn Foundation, in
Manaus, Amaron, Brazl. Clinical, demographic

Comespondence to: Sandn Lica Buxbio Ribaino. Avenida A punind
04, Bairro Praga 14, Manaus - Amazomas Stae G007, Brazil
Email: sandralridiE gmail com
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und serclogical data of the original 77 patents
with aPL and the 38 recalled patients are shown
inTable 1. Of these, 77 (48.7%) had aPL antibodies
(25 for 2CL and 73 for anti-B2GPI). All of them
were submitted to mulidrug Lhcngi)' according Lo
World Health Organization (WHO) protocols and
s0 were considered ‘bacteriologically’ cured. These
patients with aPL were reassessed after a mean 668
months (range of 53-86 months), and we succeeded
to locate 38 of them. Their previously stored sera
were relested and one resulted negative, so this
patient was excoded from re-analysis. Malk/
female ratio (28/10) was similar to the original
set. The mean apge was 46 £16 years, compared
with 39+ 15 vears in the original cohort. The dis-
tributions of dinical forms of distase according the
Ridley Joplin classification presented in the orignal
cohort and in the recalled group were similar
(Figure 1).

All serum samples were tested for aCL isotypes
IgG and IgM by an in house-developed enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) Normal
ranges for aCL in Brazilian population were previ-
ously determined in a sample of 200 healthy blood
donors ind the 95th percentile cut-off points estab-
lished with the use of international APL calibrators
(LAP-GM-200  calibrators, Louisville APL
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Dhagnostics, Ing, KY, USA) established 20 GPL
and 10 MPL, respectively, as limits of normality.
Anb-p2GPL antibodies IpG and IgM were tested
with a commercial ELISA kit with a human
source of P2GPI (The Binding Site, Birmingham,
UK), acoording to the manufacturer's insructions.
The cut-off values were 10Ufml for IgM and
20U ml for IgG.

As shown in Table 2, 32 out of 37 samples col-
lected in 20010 remained positive for aPL (B6.4%).
Seven patients out of 37 (18.9%) had aCL, and 31
(83.7%) had anti-p2GPL Six  patients were

Tablel Demographacal, chndcsl and serological data of the
indttal eohert (00d) and the aFL-positive 2010 recalled
pabeEnls

¥ ear
158 Leprcay w D03 mraalef4s o ale e b
e =2 15 years
* TT = §BT = 35BE=25BL=35/LL =561 =4
» 64 on MID'T 54 com pleed MDT
T wall = 25/77 (324%)
aPL & (48 T} » ant G = THTT S48
lali=3gli=5
IgM=241aM = T2
= Thurvin baresies (4 PE = maniras
Year 20
aaT » 25 malef 10 fmaleime dan age— 46 % 16 yers
recalisd (49 3%) « BT =% BE=3BL=%/LL=1%
e e sied = Al compledsd MDT
EEgAtvVE e ka6 maoaibes bef re)
= 1408 il o prsdnis & of fared 1 bedaneds
a7 « 2L =737 (15.5%)
aPL & (86.4%) » antifIGP] =337 @3.7%)

lati =0lgti=1
IaM=T/gM =31
= “Thoromn beoesies, (4 S = maone

positive to both. All sera reactive in the 2010
group were of the IgM isotype. Six (85.7%) of the
seven aCL-positive sera had titers higher than 40
MPL (mean 7.8 MPL, range 44-122 MPL). Of the
31 sera with anti-p2GPL 6 (19.3%) had titers
higher than 400U/ml, (median 2710U/ml, range
102-410 U /ml).

To the best of the authors” knowled ge, this is the
first study reporting the persistence of aPL antibo-
dies in a large cohort of leprosy patients after a
long-term follow up: more than 5 years. Arvieux
et al. had previously reported aPL persistence in
five patients followed for 2 years * Our results sugE-
gest that leprosy-related .uPL do not follow the rule
of other infection-related aPL, which are said to be
transient.” Our patients, despite complete treatment
and supposedly cured status, remained with
detected circulating aPL (32(37, 86.4%), all with
the TgM isotype, most (31/37, 83.7%) for anti-
B2GPI, some with high titers. Notwithstanding,
none presented thromboembolic events or preg-
nancy morbidity. Medical literature sustains that
infection-related aPL antibodies are transient and
not associated with Lhmmbuh.c events, although
sO0ME TEports asserts otherwise.® N::\mhclnﬁ, the
mechanisms that lead to the development of aPL
and their possible pathophysiologial implications
in patients with infections have not been well estab-
lished. Forastiere o al. demonstrated that, in mice,
aPL fant-pB2GP isolated from leprosy patients do
nol show thrombogenic and pro-inflammatory
effect.” Arvieux et al., in 2002, showed that anti-
B2GPL antibodies from leprosy pabients are dir-
ected against domain V of P2GPL whereas those
from APS patients are directed against domain L’
Brochado et al., in 2010, studied the polymorphism
of B2GPT in lc:pruﬁy puljm[s and concluded that the

W Sera 2004 jns3E) Sera F010/2011 =32
m 12 17
I
El
1w 4 E] ]
n ﬁ
<] ;
P r r "
BL LL
BT = hovd erbine tubesruloid, BB= b =k
LL= Lepromaious

Figure 1 Dutnbulion of leprosy patents acordmgly o Ridley and Jopling clasiication o the chnical type of aPL postive

patents in 2004 amd 2000,
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Table 2 Frajuency of #CL and ant-p2G Pl antibodies in sera collecial m 2004 and 2000, with analyss of high titers disinbution

among groups of patents

&PL positve L prosirin Ant- AGP] posidve

N 5 N ] N 5
00 samra ITaT W 3T HI% E-tEa ) 9T 1%
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Leu247Val and Trp3l6Ser polymorphisms may
represent genelic risk factors for ant-f2GPI pro-
duction in multibacilar leprosy patients.™

In conclusion, our study underscores the diver-
sity of aPL, supporting a different sources and
different roles for infection-related and autoim-
mune-related aPL.
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