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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica que cursa com neuropatias em graus
variados. A doenca pode causar incapacidade fisica e perda funcional. Embora
progressos significativos tenham sido feitos no controle da doenca; desafios
permanecem, particularmente, em relacdo ao diagnostico tardio. Testes menos
onerosos, de facil execucdo e acessiveis em regides mais carentes poderiam
contribuir no controle da doenca. Este estudo utilizou a urina de pacientes, como
amostra biologica e teve como objetivo avaliar a reacao de anticorpos presentes na
urina para diagndéstico de hanseniase por meio de ELISA com proteina quimérica.
Foram coletadas amostras pareadas de soro e urina de 310 individuos: pessoas
sadias sem comorbidades (n=55), doentes paucibacilares (n=25), doentes
multibacilares (n=35), contatos de paucibacilares (n=30), contatos de multibacilares
(n=35), e pacientes com outras doencas infecciosas (n=130). Quatro peptideos
sintéticos, que foram usandos na construcdo da quimera, mostraram resultados
preliminares promissores com uso de menor painel de amostras, principalmente, na
deteccado dos casos multibacilares. O uso da quimera recombinante no soro e na urina
mostrou valores de sensibilidade e especificidade de 100% para diferenciar o grupo
de pacientes daqueles de individuos sadios e de pacientes com outras doencas
infecciosas, com valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) de 100%. Usando
soro, a sensibilidade e especificidade para diferenciar pacientes com hanseniase de
seus contatos foi de 94,2% e 100%, respectivamente. Usando urina, os valores foram
de 97,0% e 100%, respectivamente. Além disso, o VPN foi de 97% na urina e 93,3%
no soro. Em concluséo, resultados preliminares sugerem que a urina dos pacientes
com hanseniase apresentou valores de sensibilidade e VPN ligeiramente melhores
em relacdo ao uso do soro, indicando que esse analito bioldégico menos invasivo
poderia ser considerado em estudos futuros para uso em ferramentas diagndsticas de

detecc¢do das formas clinicas paucibacilar e multibacilar da doenca.

Palavras-chave: Hanseniase; proteina quimérica; diagnostico; teste ndo invasivo;

urina; soro.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease that causes neuropathy from variable degrees.
The disease can cause physical disability and functional loss. Although significant
progress has been made in controlling the disease, challenges remain, particularly
regarding late diagnosis. Less expensive, easy-to-perform tests that are accessible in
poorer regions could contribute to controlling better the disease. This study aimed to
evaluate patients urine by Indirect ELISA as a biological sample for laboratory
diagnosis of leprosy, by using a recombinant chimeric protein previously evaluated
using patient serum. Paired serum and urine samples were collected from 310
individuals: healthy individuals without comorbidities (n=55), paucibacillary patients
(n=25), multibacillary patients (n=35), contacts of paucibacillary patients (n=30),
contacts of multibacillary patients (n=35), and patients with other infectious diseases
(n=130). Four synthetic peptides, which were used for the construction of the chimera,
showed promising preliminary results with the use of a smaller sample panel, mainly
in the detection of multibacillary cases. The use of the recombinant chimera showed
sensitivity and specificity values of 100% to differentiate the patients group from those
of healthy individuals and patients with other infectious diseases, with positive
predictive values (PPV) and negative predictive values (NPV) both of 100%. Using
serum; sensitivity and specificity to differentiate leprosy patients from their contacts
was 94.2% and 100%, respectively. Using urine; values were 97.0% and 100%,
respectively. In addition, NPV was 97% in urine and 93.3% in serum. In conclusion,
preliminary data suggest that urine from leprosy patients presented slightly better
sensitivity and NPV values compared to the use of serum, indicating that this less
invasive biological analyte could be considered in future studies for use in diagnostic

tools for detecting paucibacillary and multibacillary clinical forms of the disease.

Keywords: Leprosy; chimeric protein; diagnosis; non invasive test; urine; serum.
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1 INTRODUCAO

7

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pela bactéria
intracelular Mycobacterium leprae, que afeta nervos periféricos e a pele dos pacientes,
mas pode atingir 6rgaos internos, além da mucosa do trato respiratorio superior,
linfonodos, olhos e testiculos. A doenga cursa como uma neuropatia em grau variado,
podendo causar incapacidade fisica e perda funcional, especialmente nos olhos, nas
MAaos e nos pés, que podem ser mais graves nos casos de diagnostico tardio (Britton;
Lockwood, 2004).

A epidemiologia da hanseniase revela um cenario complexo. Embora
progressos significativos no controle da doenca tenham sido feitos, os desafios
permanecem, particularmente em regides endémicas. Em 2023, foram registrados
182.815 novos casos da doenca, um aumento de 5,0% em relacdo a 2022. india,
Brasil e Indonésia concentraram 79,3% desses casos. Entre criancas menores de 15
anos, foram detectados 10.322 casos, indicando transmissao ativa (Brasil, 2024). Em
2023, houve aumento de 48,5% nos casos com grau 1 e de 69,7% nos com grau 2 de
incapacidade fisica no diagnéstico, em comparacéo a 2014. Esse indicador reporta a
presenca de deficiéncias visiveis em maos, pés ou olhos no momento do diagndstico
e representa o atraso na detecgdo da doenga no pais (Brasil, 2024).

As causas para a demora no diagnéstico podem incluir a falta de capacidade
técnica no diagndstico, a auséncia de um teste no local do atendimento para detectar
a infeccdo ou doenca ativa, os deficientes programas de deteccdo de casos e de
rastreio de contatos, a falta de sensibilizacdo da comunidade e o estigma associado
com a doenca (WHO, 202l1a). O diagnéstico da hanseniase permanece
essencialmente clinico, porém, é desafiador. Ha um polimorfismo de manifestacdes
clinicas da doenca devido a sua complexidade, da interacdo e resposta imunoldgica
entre o hospedeiro e patégeno (Ridley; Jopling, 1966). Além disso, os critérios clinicos
adotados tém especificidade limitada, gerando diagndsticos falso-positivos e falso-
negativos (Gurung et al., 2019).

A melhora da abordagem clinica com testes diagndsticos, especialmente nos
casos oligossintomaticos, iniciais e paucibacilares (PB) devem fazer parte da pesquisa
em hanseniase, uma vez que a falta de um exame de alta acuracia contribui para o
atraso no diagndstico que, quando tardio, acarreta continuidade na cadeia de

transmissdo e aumento do risco de incapacidades (Deps; Florian; Virmond, 2022;



18

WHO, 2021b; Brasil, 2022). A histopatologia da biopsia de pele e a baciloscopia da
raspagem intradérmica sdo testes diagndésticos subsidiarios que exigem experiéncia
e infraestrutura laboratorial (Lopes-Luz et al., 2023). Embora com alta especificidade,
a baciloscopia possui baixa sensibilidade, principalmente, nas formas PB, com
sensibilidade de 24,5% (Lima et al., 2022). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
incluindo a PCR gquantitativa em tempo real (QPCR), € altamente sensivel e especifica
para detectar o DNA do M. leprae. A gPCR demonstrou sensibilidade de 93,1% e
especificidade de 100% ao usar a histopatologia como padrao-ouro (Sarath; Joseph;
Jamir, 2023). Os ensaios de gPCR em tempo real de biépsia também demonstraram
alta sensibilidade diagnostica (91%) e especificidade (100%), porém, a técnica é
onerosa e necessita de estrutura especializada (Manta et al. 2022), além de valor de
sensibilidade inferior para os casos paucibacilares (Barbieri et al., 2019).

Ha testes sorologicos para deteccao da hanseniase, incluindo o teste ML Flow,
gue tem alta sensibilidade (98,1%), mas menor especificidade (80%). Os testes NDO-
LID e de ELISA usando o glicolipideo fendlico-1 (anti-PGL-1) sdo precisos para
deteccdo da hanseniase em sua forma multibacilar (MB), mas ndo para os casos da
doenca PB. As limitacbes incluem o potencial de falso-positivos em individuos
previamente expostos ou vacinados e a necessidade de exames adicionais para
confirmar o diagnostico devido as diferentes respostas imunes entre 0s mesmos
(Arthaningsih; Margha, 2023). Testes que detectam anticorpos IgM contra PGL-1 por
ELISA tém sensibilidade de 63,8% e especificidade de 91,0%. Testes sorolégicos
rapidos no local de atendimento, como NDO-LID e PGL-1, mostram alta sensibilidade
e especificidade em pacientes MB, com valores em torno de 83-92% para
sensibilidade e 91-93% para especificidade, mas os casos PB permanecem com
valores menores de deteccdo (Gurung et al., 2019; Romero et al., 2022).

Pesquisas usando ferramentas como protebmica e gendmica tém sido
realizadas para identificar antigenos promissores para o diagndstico de doencas,
como a hanseniase (Marques et al., 2004; Marques et al., 2008; Wiker; Tomazella;
Souza, 2011; Parkash; Singh, 2012). Uma proteina quimérica denominada M1,
composta de epitopos especificos de células B derivados de proteinas do M. leprae,
foi analisada no soro de pacientes com hanseniase MB e PB, e apresentou bom
desempenho diagnoéstico (Assis et al., 2024). A especifificade da protéina M1 foi de
100% tanto para deteccéo de casos MB quanto para casos PB, quando os resultados

de ambas as classificagbes foram comparados com resultados dos controles sem a
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doenca. A sensibilidade e especificidade da quimera M1 foi de 100% quando
comparado os casos de ambas as classificacdes com os controles sem doenca (Assis
et al., 2024).

Além disso, amostras biologicas diferentes tém sido testadas para tornar
exames diagnosticos mais simples e menos onerosos. Os testes de ELISA utilizando
urina oferecem vantagens em relacdo aos ensaios baseados em soro no diagndstico
de doencas infecciosas, como observado em alguns trabalhos (Eamudomkarn, 2018;
Nagaoka, 2021; Chungkanchana, 2022; Ludolf et al., 2022; Camara et al., 2024). A
coleta do soro é considerada de dificil execucdo em recém-nascidos e criangas, bem
como em pessoas obesas e com fobias de agulhas e sangue, além dos locais sem
estrutura laboratorial. Ademais, ha risco de infec¢des incidentais.

Desde a década de 1980, antigenos e anticorpos tém sido detectados na urina
(Kaldany, 1986; Olcen, 1983; Singh, 1988). Ha relatos de deteccdo de antigenos
especificos de M. leprae, incluindo PGL-1, em amostras de urina de pacientes com
hanseniase usando um método de dot-ELISA (Parkash; Singh, 1991), assim como a
deteccdo do antigeno da parede celular de M. leprae na urina de pacientes com
hanseniase, tendo sido tratados ou nao tratados (Sharma et al., 1992). A técnica de
PCR para detectar DNA de M. leprae em amostras de urina também foi descrita
(Caleffi, 2012; David, 2024). Portanto, € indispensavel a exploracdo nesse campo.

Assim, o presente estudo visa avaliar a urina como uma possivel amostra
biolégica viavel para o diagnéstico em hanseniase utilizando a proteina quimérica M1
ja testada em soro em trabalhos prévios (Assis et al., 2024). Além disso, objetiva-se
comparar o desempenho da proteina no soro em relacdo a urina. Este € um estudo
pioneiro e inovador na analise da proteina quimérica por meio de ELISA utilizando

amostras de urina dos pacientes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTEXTO

A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo M. leprae, um bacilo
alcool-4cido resistente de multiplicagdo lenta e ndo cultivavel in vitro, apesar das
inUmeras tentativas realizadas desde a sua descoberta até os dias atuais (Brasil,
2022). Diante disso, torna-se ainda mais dificil estudos sobre a composicdo, o
metabolismo e a genética do bacilo (Brennan, 2019). Ha lacunas importantes em
relacdo aos varios aspectos epidemioldgicos, patolégicos e imunoldgicos em relacao
a doenca. Embora uma segunda espécie de micobactéria tenha sido identificada, o
Mycobacterium lepromatosis, sdo necessarios mais estudos para a melhor
compreensao desse outro patdégeno causador da doenca (Deps; Collin, 2021). O M.
leprae acomete, principalmente, os nervos periféricos e a pele, porém, pode atingir a
mucosa do trato respiratorio superior, olhos, linfonodos, testiculos e 6rgaos internos,
de acordo com o grau de resposta imune do individuo infectado (Brasil, 2022). A
doenca cursa com neuropatia em graus variados, podendo causar incapacidade fisica
e perdas funcionais permanentes (Khadilkar, 2021; Marques, 2024).

Fatores imunogenéticos e individuais de adoecimento contribuem para
diversidades das apresentacdes clinicas da doenca. Além disso, individuos que
residem em regifes com altos niveis de pobreza tém um risco significativamente maior
de contrair hanseniase. Fatores como pouca renda, baixa educacao e condi¢cdes de
vida inadequadas estdo associados ao aumento do risco de hanseniase (Wagenaar,
2015; Oktaria, 2018; Pescarini, 2018; Nery, 2019).

Portanto, a hanseniase é considerada uma doenca negligenciada devido a uma
combinacdo de fatores, incluindo transmissdo continua, disparidades
socioeconbmicas, resisténcia antimicrobiana e maior incidéncia em regides
empobrecidas. A mortalidade relacionada a hanseniase € maior entre homens, idosos
e individuos de raca/cor negra, particularmente, em regiées endémicas da doenca e

socioeconomicamente carentes (Martins-Melo et al., 2015).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA HANSENIASE

A hanseniase continua sendo um importante desafio de saude publica no
Brasil, um dos paises com maior carga da doenca. Devido a sua extensao territorial,
0 pais apresenta diferentes niveis de endemicidade, demandando acbes
epidemioldgicas especificas e integradas. Em 2023, o Brasil, entre os principais
paises prioritarios, destacou-se com o segundo lugar em nimero de casos novos da
doenca (n=22.773), aumento de 16,0% em relacdo a 2022 (WHO, 2024).

A persisténcia de deformidades visiveis em pacientes com hanseniase,
representada pelo GIF2, reflete a dificuldade em diagnosticar a doenca precocemente.
No Brasil, a situacdo € preocupante, com um aumento significativo na proporcao de
casos diagnosticados tardiamente, caracterizados por deformidades, o que eleva o
pais para a categoria de alta endemicidade (WHO, 2024). Em 2023, foram registrados
9.729 casos de hanseniase com grau 2 de incapacidade fisica no diagnéstico. india,
Brasil (2.374 casos) e Indonésia concentraram a maioria. Globalmente, houve
aumento de 1,8%, e no Brasil, de 16,0% em relacao a 2022 (Brasil, 2024).

Figura 1 - Proporg&o de casos novos de hanseniase avaliados quanto ao grau de incapacidade fisica
no momento do diagnéstico — Brasil, 2013 a 2022.
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(Brasil, 2024).
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Outro indicador relevante é numero de novos casos de hanseniase em criancas
e adolescentes abaixo de 15 anos, o que reflete uma transmisséo recente. Em 2022,
houve um aumento de 14,6% no numero de novos casos de hanseniase em criancas
e adolescentes abaixo de 15 anos em relagdo a 2021, totalizando 10.302 casos (WHO,
2023). A taxa de incidéncia mundial nesse grupo etério foi de 5,1 casos por 1 milhdo
de habitantes. No Brasil, observou-se uma reducéo na taxa de deteccdo de casos
novos em menores de 15 anos entre 2013 e 2022. Porém, houve aumento na
proporcao de GIF 2 nessa faixa etaria, o que indica em diagnoéstico tardio nesta faixa
ataria. A ocorréncia da hanseniase em criancas € importante indicador epidemiol6gico
de determinacdo do grau de transmissdo, da magnitude da doenca no territério e
sinaliza a necessidade de reforgco nas acdes de vigilancia, sobretudo no ambito
domiciliar (Brasil, 2024).

Figura 2 - Propor¢éo de casos novos de hanseniase em menores de 15 anos avaliados quanto ao grau
de incapacidade fisica no momento do diagnostico — Brasil, 2013 a 2022
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Fonte: Boletim Epidemiolégico| Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente | Ministério da Saude
(Brasil, 2024).

A vigilancia em relacdo aos contatos dos pacientes é também fundamental para
o controle da disseminacdo da doenca. Foi observado um aumento do nimero de
contatos examinados, de 75,1% em 2013 para 76,9% em 2022, porém € um parametro

considerado irregular. As Regides Norte e Nordeste do pais apresentaram aumento
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de 0,9% e 10,9%, respectivamente. As demais regides reduziram a proporcao de
contatos examinados, com maior diminuicdo sendo verificada na regido Sudeste
(Brasil, 2024).

2.3FORMAS DE TRANSMISSAO DA HANSENIASE

Os pacientes infectados com alta carga bacilar e sem tratamento sao a
principal fonte de infeccdo da hanseniase, pois eliminam o bacilo pelas vias areas
superiores que contamina contatos préximos. Este modo de transmissédo é apoiado
pelo risco aumentado observado entre contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase (Ploemache, 2020).

A transmissdo zoonGtica, particularmente envolvendo o tatu-de-nove-bandas
(Dasypus novemcinctus) € outra via. Os tatus sdo reservatorios naturais do M. leprae
e tém sido implicados na transmissdo da hanseniase para humanos. Estudos tém
mostrado que o contato direto com tatus, bem como a caga, 0 manuseio e 0 consumo
da carne do tatu, estdo associados a um risco aumentado de hanseniase. Por
exemplo, uma revisdo sistematica e meta-analise descobriram que individuos que
tiveram contato direto com tatus ou consumiram sua carne tiveram um risco
significativamente maior de contrair hanseniase, com uma razdo de chances (OR) de
2,60. Outro estudo realizado na Amazonia brasileira confirmou altas taxas de infeccao
por M. leprae em tatus selvagens e descobriu que individuos que consumiam
frequentemente carne de tatu tinham titulos anti-PGL-1 mais altos, um biomarcador
para infeccdo por M. leprae (Silva et al., 2018; Stefani et al., 2019).

O periodo de incubacao da doenca é variavel e imprevisivel, com estimativas
médias de cinco anos. No entanto, h& registros de manifestacao dos sintomas tanto
em prazos inferiores a um ano apds a exposi¢cao ao agente infeccioso quanto em

periodos superiores a duas décadas (Scollard, 2016).
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Figura 3 - Histéria natural da hanseniase.
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Séo Paulo: Editora dos Editores Eireli, 2022.

2.4 IMUNOPATOGENESE DA HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca provocada pela bactéria M. leprae, que atinge
inicialmente o sistema nervoso periférico. Os pacientes podem apresentar diferentes
sintomas clinicos, imunolégicos e patoldgicos, mesmo com pouca variacao genética
entre os bacilos isolados. As manifestacdes clinicas da doenca estdo ligadas a
sobrevivéncia do M. leprae, as respostas imunoldgicas inata e adquirida, além das
interacdes entre proteinas do hospedeiro e da bactéria, o que pode tanto impedir sua
invasdo e infeccdo quanto favorecer seu desenvolvimento e patogénese (Ridley;
Jopling, 1966).

Nesse contexto, a doenca se manifesta desde a hanseniase tuberculoide com
forte resposta imune mediada por células até a hanseniase virchowiana caracterizada
por resposta humoral mais evidente (Britton; Lockwwod 2004; Talhari, 2015). A
resposta imune inata tem papel essencial nos primeiros estagios da infeccdo. Os
macrofagos e as células de Schwann séo os principais alvos do M. Leprae (Sadhu,
2018; Yasmin, 2021). Quando o bacilo interage com essas células, ocorrem mudancgas

metabdlicas como a formacéo de estruturas lipidicas que estdo ligadas ao fenotipo
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dos macrofagos M2 e a producdo de mediadores anti-inflamatorios. Essas
modificacdes promovem a diferenciacdo das células T em um fendtipo regulador, que
inibe as funcdes de defesa contra o bacilo, permitindo o aumento da carga bacilar e a
progressao a doencga ativa (Cabral et al., 2022; De Macedo et al., 2020).

A resposta imune adaptativa € essencial na determinacdo da forma clinica da
hanseniase. Na forma tuberbucoile (TT), predomina uma resposta Thl caracterizada
pela producdo de IFN-y e IL-2, que ativam macréfagos para matar patdgenos
intracelulares. Por outro lado, a forma virchowiana (VV) esta associada a uma
resposta Th2, marcada pela producao de IL-4, IL-5 e IL-10, que regula negativamente
a imunidade mediada por Th1l e facilita a proliferacdo bacilar. As células T reguladoras
(Tregs) e as células T CD8+ também desempenham papéis na modulacéo da resposta
imune, contribuindo para a resposta imune observada na forma VV (Silva et al., 2024).

Estudos destacam o papel de varios subconjuntos de células T além do
paradigma tradicional Th1/Th2. Células Tregs e Thl7 tém sido implicadas na
imunopatogénese da hanseniase. Células Tregs produzem IL-10 e TGF-B que estdo
associadas a supresséao imunoldgica e a sobrevivéncia do M. leprae, particularmente
na forma VV da doenca. Células Th17 produzem IL-17 e estdo associadas a resposta
imune protetora, sendo mais prevalentes na hanseniase TT (Souza, 2017; Tarique et
al., 2018).

Ademais, a modulacdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) também esta envolvida na imunopatogénese da doenca.
A menor exposicado de moléculas de MHC em resposta ao PGL-1 do M. leprae dificulta
a ativacdo dos linfocitos T das células dendriticas, contribuindo para a gravidade da
infeccdo. Além disso, a diferenciacdo de fenotipos de macrofagos dependentes da
ativacdo do receptor de reconhecimento de padrbes (PRR) pode definir o tipo de
células T auxiliares (Th) envolvidas de acordo com a gravidade da doenca (Silva et
al., 2024).

Por fim, os receptores Toll-Like (TLRs) apresentam um papel importante na
resposta imune ao M. leprae. Eles sdo receptores de reconhecimento de padréo
molecular (PRR) encontrados em mondécitos e células dendriticas e o subtipo 2 (TLR2)
reconhece o bacilo causador da hanseniase, levando a secrecao de IL-12, interleucina
qgue leva a producéo de outras citocinas pro-inflamatérias e a eliminacdo do bacilo
(Ridley; Jopling, 1966). Uma variagdo genética, mais fortemente associada a forma

VW foi descrita no gene que codifica para TLR2. Estudo genético funcional mostrou



26

gue mutacao de perda de funcdo nesse receptor leva a menor producao de IL-12 por
macrofagos em resposta a M. leprae, sugerindo que eventuais polimorfismos
genéticos nesse receptor também possam afetar a historia natural da hanseniase
(Bochud et al., 2008).

2.5 CLASSIFICACAO DA HANSENIASE

Devido a caracteristica espectral da doenca, a hanseniase possui quatro
classificacdes. As classificacdes utilizadas pela OMS e de Nepal sdo operacionais e
as outras duas classificacbes sdo mais informativas e pormenorizadas conforme
mostra a tabela 1 (Deps; Florian; Virmond, 2022). A classificagéo de Ridley e Joppling
tem sido mais utilizada na pesquisa cientifica, por dermatologistas e hansendlogos.
Esta classificacdo reconhece cinco formas clinicas e baseia-se em critérios clinicos,
histopatolégicos, imunoldgicos (teste de Mitsuda) e bacteriolégicos (baciloscopia).

No inicio do espectro, encontra-se a forma tuberculdide (TT) que apresenta
resposta imunolégica predominantemente celular e maior resisténcia a infeccao. O
grupo dimorfo encontra-se no centro do espectro, apresenta resisténcia intermediaria
e é subdividido em dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-
virchowiano (DV), de acordo com a proximidade a um dos polos. Os casos VV
encontram-se no final do espectro, apresentam resposta imunoldgica
predominantemente humoral e pouca resisténcia a infecgéo (Ridley; Jopling, 1966).

A forma indeterminada (I) é a forma inicial da doenca e ndo pode ser
classificada dentro do espectro, uma vez que a resposta imune do hospedeiro ainda
ndo estd definida (Ridley; Jopling, 1966). Nessa fase, o quadro € exclusivamente
cutdneo e ndo ha comprometimento neural. Se ndo tratada, a forma | pode evoluir
para qualguer uma das formas espectrais e, nesses casos, podera desenvolver
neuropatia periférica, se o tratamento nédo for instituido prontamente (Talhari et al.,
2015; Cruz et al., 2017).

Outra forma clinica descrita e motivo de controvérsia nas classificacdes é a
hanseniase neural primaria (NP), caracterizada por neuropatia periférica, sem
evidéncia atual ou pregressa de lesGes cutdneas e baciloscopia negativa. Seu
diagndstico clinico baseia-se na presenca de deficiéncia sensitiva e ou motora e
espessamento neural (Suneetha et al., 2005; Mendiratta; Khan; Jain, 2006). Porém,

estudos tém proposto diagnostico precoce desta manifestacdo através de exames de
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imagem como ultrassonografia (Luppi, 2023).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) tem adotado a classificacdo operacional
para fins de escolha de tratamento. Casos com até cinco lesdes de pele e baciloscopia
obrigatoriamente negativa sao classificados como PB e sao tratados com PQT-U por
seis meses. Casos com mais de cinco lesbes e/ou baciloscopia positiva séo
classificados como MB e devem receber PQT-U por 12 meses (Brasil, 2022). Casos
que apresentam mais de um nervo periférico comprometido sao classificados de forma
consensual como MB. Para casos com comprometimento de apenas um nervo, a OMS
recomenda a classificacdo como MB, enquanto o MS do Brasil considera que esses

casos devam ser classificados e tratados como PB (WHO, 2018; Brasil, 2022).

Tabela 1 - Classifica¢cdes da hanseniase e correlagdes.

Baciloscopia no Ridley- Jopling OMS Nepal
raspado dérmico 1966 1981 1985
Negativa | * Paucibacilar Paucibacilar
Negativa T TT Paucibacilar = Paucibacilar
D DT = Até 02 areas corporais
Positiva DT = Multibacilar
D DD Multibacilar = Deal3a7(oud)areas
Vv DV corporais
vV

Fonte: Adaptado de: DEPS, P. D.; FLORIAN, M. C.; VIRMOND, M. C. L. Hanseniase na pratica clinica.
Sao Paulo: Editora dos Editores Eireli, 2022.

2.6 DIAGNOSTICO DA DOENCA

O diagnostico da hanseniase é essencialmente clinico (Lastoria; Abreu, 2014).
Até o momento, nenhum teste laboratorial € considerado suficiente para diagnosticar

a doenca em todas as suas formas clinicas (WHO, 2018; Brasil, 2022).

2.6.1 Diagndstico clinico

O MS do Brasil define um caso de hanseniase pela presenca de um ou mais
dos seguintes sinais cardinais da doenca: lesdo e/ou area de pele com alteracéo de
sensibilidade; espessamento de nervo periférico associado a alteracdes sensitivas

e/ou motoras e/ou autonémicas; presenca de M. leprae na baciloscopia do esfregaco
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intradérmico ou na biépsia de pele (WHO, 2018; Brasil, 2022).

2.6.2 Diagnostico histolégico

A andlise histopatolégica de bidpsias de nervos e pele pode fornecer
informacbGes valiosas que complementam os achados clinicos e outros testes
diagnosticos. Embora ndo seja considerado obrigatério pela OMS, ele auxilia na
classificagdo espectral de Ridley e Jopling e na confirmacdo de casos de recidiva
(Ridley; Jopling, 1966; Brasil, 2022). Assim, a resposta imune frente ao M. leprae
define as alteracfes histopatoldgicas na hanseniase que, por sua vez, determinam as
caracteristicas clinicas da doenca (Deps; Florian; Virmond, 2022).

H& achados bem descritos em cada forma clinica, contudo, a auséncia dos
achados ndo exclui a doenca. Na forma TT, observam-se granulomas bem formados
com focos de células epitelidides, que podem estar acompanhadas de células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans, circundados por halo linfocitario. Nesse
caso, nao se encontram bacilos. Os granulomas da forma DT s&o praticamente
indistinguiveis dos da TT em sua composicéo (Ridley; Jopling, 1966).

As células epitelidides estdo presentes na resposta tecidual das lesdes de TT,
DT e DD. Células de Langerhans podem ser encontradas nas lesdes de TT e DT.
Enquanto nas lesbes DD e DV ha células gigantes vacuolizadas e macréfagos
espumosos estdo presentes nas lesées DV e VV. A zona grenz corresponde a uma
area subepidérmica livre de infiltrado inflamatorio, observada nas les6es das formas
VV, DV e DD. Ja a laminagao do perineuro em “casca de cebola” € um achado tipico
de lesbes das formas VV e DV (Rongioletti, 2009).

Quanto a hanseniase histéide, originalmente cunhado por Wade, em 1963,
apresenta o conceito histopatolégico de hansenoma rico em bacilos e composto de
macroéfagos fusiformes juntamente com a auséncia de formacdo de globias (Wade,
1963; Froes, 2022). Em relacdo a forma indeterminada, observa-se apenas a
presenca de infiltrado linfo-histiocitario de localizacéo perineural e perianexial, sem
presenca de bacilos. A hanseniase indeterminada pode evoluir com cura espontanea
ou para qualquer uma das cinco apresentacgdes classicas, dependendo do padrdo de
resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (Canuto, 2018). Ademais, 0 exame
histolégico do nervo é util e indicado no diagndstico da hanseniase neural primaria

(Brasil, 2022). As alteracdes histologicas, juntamente com dados clinicos,
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eletroneuromiograficos e laboratoriais pertinentes sédo Uteis mesmo na auséncia de
bacilos alcool-acido resistentes na amostra do nervo (Antunes, 2012).

Assim, o exame histologico € um exame (util, principalmente, auxiliando a
clinica. Em um estudo que comparou a opinido de trés diferentes patologistas acerca
de 200 bidpsias de casos suspeitos, a porcentagem de biopsias com evidéncias
definitivas de hanseniase variou de 39% a 58% (Fine et al., 1986). De acordo com a
revisdo sistematica e meta-andlise realizada por Torres et al., a sensibilidade do
exame histopatologico para hanseniase MB é de aproximadamente 78%, com
especificidade de 92% (Torres et al.,, 2021). Porém, para a hanseniase PB, a
sensibilidade do exame histopatoldgico € significativamente menor, em torno de 31%
(Santos et al., 2013).

2.6.3 Baciloscopia

A baciloscopia é uma ferramenta tradicional de diagndéstico da hanseniase,
usada principalmente para detectar bacilos alcool-acido resistentes em lesfes
cutdneas. O resultado € expresso na forma de indice baciloscopico (IB), que é
baseado em uma escala logaritmica com variacdo entre 0 - auséncia de bacilos em
100 campos - e 6 - mais de 1.000 bacilos por campo - (Brasil, 2010). A importancia do
exame reside na capacidade de fornecer visualizagcao direta do M. leprae, crucial para
a confirmacao do diagndstico de hanseniase multibacilar. Contudo, a sensibilidade da
baciloscopia é limitada, principalmente nos casos paucibacilares onde a carga
bacteriana é baixa. Segundo a literatura, a sensibilidade do exame baciloscépico € de
aproximadamente 24.5%, com especificidade de 100% (Lima et al., 2022). Essa alta
especificidade o torna um teste confiavel para confirmar a hanseniase quando bacilos
sdo detectados, mas sua baixa sensibilidade limita sua utilidade no diagndstico de

casos com baixas cargas bacilares.

2.6.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR mostrou maior sensibilidade em comparagédo ao exame baciloscopico,
particularmente nos casos PB, onde pode detectar DNA de M. leprae mesmo quando
os bacilos ndo séo visiveis ao microscopio (Banerjee et al., 2011). O exame demonstra

sensibilidade de até 100% nos casos de hanseniase VW e 93,1% no geral, quando



30

comparada a histopatologia (Sarath; Joseph; Jamir, 2023). A especificidade
permanece em 100%, tornando a PCR uma ferramenta de diagnéstico confiavel. A
porcentagem de deteccdo do DNA de M. leprae foi de 44% dos pacientes PB que
foram negativos pela baciloscopia, destacando sua superioridade em casos em
estagio inicial e com baixa carga bacilar (Siwakoti, 2016). Outro estudo descobriu que
0 gPCR sozinho teve uma sensibilidade de 57% na identificacdo de hanseniase em
casos suspeitos de PB com histologia inconclusiva (Barbieri et al., 2019).

A PCR pode identificar M. leprae em amostras de bidpsia de pele e swabs
nasais, facilitando o diagndstico precoce em casos clinicamente suspeitos (Pathak et
al., 2024). Portanto, € eficaz na detec¢céo de casos com baixas cargas bacilares, que
muitas vezes passam despercebidas pelos métodos tradicionais (Khatoon et al., 2021,
Pathak, et al., 2024). Os avancos na tecnologia PCR, como PCR multiplex e PCR em
tempo real, melhoraram ainda mais as capacidades de diagndstico. A PCR multiplex,
gue tem como alvo multiplos elementos genéticos do M. leprae, mostrou taxas de
positividade mais altas em compara¢édo aos métodos de PCR de alvo Unico, tornando-
se uma ferramenta diagndstica robusta (Manta et al., 2022; Pathak, et al., 2024).
Entretanto, um limitador desta técnica € o alto custo, que necessita de um aparato

oneroso e indisponivel em grande parte das areas endémicas.

2.6.5 Testes soroldgicos

Os testes sorologicos para identificar infecces e acompanhar a resposta ao
tratamento sdo bastante relevantes. Embora haja alguns testes disponiveis, nenhum
deles possui a especificidade e sensibilidade ideais para o diagnéstico de todas as
formas clinicas da hansenidase (Rodrigues; Lockwood, 2011; OMS, 2018). A OMS
observa que os exames sorologicos ja existentes, como ELISA e o teste de contrafluxo
lateral, tém baixa sensibilidade para os casos de hanseniase PB, que sdo mais
desafiadores de diagnosticar clinicamente em comparacdo aos casos MB (Brasil,
2022).

O PGL-1 é o principal glicolipidio antigénico do M. leprae e foi descrito desde
1980 (Brennan; Barrow, 1980; Hunter; Brennan, 1981), sendo capaz de desencadear
resposta humoral especifica, com producéo predominante de IgM (Young et al., 1984).
O PGL-1 é utilizado em estudos sorologicos desde 1982 (Pauyne; Drapper; Rees,

1982). E também tido outras aplicagcbes como meio de ensaio imunoenzimatico
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(ELISA), testes de hemaglutinacéo, dipstick e teste rapido de fluxo lateral (ML Flow)
(Moura et al., 2008). O teste rapido ML dipstick, qualitativo, demonstrou 97,2% de
concordancia com o ELISA na detecgcdo de IgM anti-PGL-1 (Buhrer-Sékula et al.,
1998). Ja o ML Flow fornece resultados em 10 minutos, com 91% de concordancia
com o ELISA (Buhrer-Sékula et al., 2003).

Em 2006, Reece et al. conduziram um estudo em escala reduzida que indicou
o reconhecimento das proteinas ML0405 e ML2331 por soros de pacientes
multibacilares (MB) com alto indice baciloscépico. Posteriormente, Duthie et al.
(2007), em uma investigacdo com amostra ampliada, reforcaram o potencial
diagndéstico dessas proteinas, demonstrando sua eficacia na deteccao de casos MB,
independentemente da procedéncia geografica, e de parte dos casos paucibacilares
(PB). Com base nesses achados, foi desenvolvida uma proteina de fusdo composta
por ML0O405 e ML2331, denominada LID-1, Leprosy Infectious Disease Research
Institute (IDRI) diagnostic-1 (Duthie et al., 2007).

Em relacao aos testes soroldgicos, como os que detectam anticorpos contra o
PGL-1 e o antigeno de fusdo LID-1, apresentam maior sensibilidade e especificidade
em comparacdo a baciloscopia. Por exemplo, a sorologia anti-PGL-1 demonstrou
sensibilidade de 67% e especificidade de 93% para a hanseniase MB, enguanto a
sorologia anti-LID-1 demonstrou sensibilidade de 87,5% e especificidade de 100%
para os casos MB. Esses testes sao particularmente Gteis na deteccdo da hanseniase
MB, onde a carga bacilar € maior (Lopes-Luz et al., 2023).

Outro antigeno extensivamente investigado para o diagnoéstico sorolégico da
hanseniase é o NDO-LID, que consiste na fusdo dos antigenos previamente
caracterizados LID-1 e ND-O. Esse complexo mantém a capacidade dos antigenos
isolados de reconhecer anticorpos, sendo capaz de se ligar tanto a IgM quanto a IgG,
0 que contribui para o aumento da sensibilidade dos testes ELISA (Duthie et al., 2014).
Estudos demonstraram que testes como o NDO-LID podem detectar uma proporgao
significativa de casos MB com alta sensibilidade e especificidade. Por exemplo, o teste
NDO-LID demonstrou sensibilidade de 87% e especificidade de 97,4% para a
hanseniase MB. Isto torna os testes sorolégicos uma ferramenta valiosa para
confirmar a hanseniase MB, onde métodos tradicionais como a baciloscopia podem
ser menos sensiveis (Duthie et al., 2014).

Testes soroldgicos rapidos no local de atendimento (POC- Point of care), como

0s baseados em antigenos PGL-1 e NDO-LID, oferecem vantagens praticas em
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ambientes com recursos limitados. Esses testes sao faceis de realizar, econdmicos e
nao requerem infraestrutura laboratorial sofisticada. Uma meta-analise relatou que os
testes PGL-1 e NDO-LID tém alta sensibilidade e especificidade para a hanseniase
MB (Romero et. al., 2022). Porém, apesar de todos os esforcos dos pesquisadores
para identificar antigenos do M. leprae, sejam eles da propria bactéria ou mesmo
recombinantes, ainda ndo ha antigeno com sensibilidade e especificidade satisfatorias
para ser usado como teste diagndstico para ambas as formas clinicas da hanseniase.
Deve considerar-se que a diferenca na modulagdo do respostas imunes das formas
PB e MB corroboram essa dificuldade na identificacdo de antigenos, uma vez que a
producdo de anticorpos por essas formas clinicas sdo inerentes e caracteristica
(Oliveira et al., 2020).

Além da LID-1 e do NDO-LID, outros antigenos de fusdo também foram
desenvolvidos e analisados em testes soroldgicos para hanseniase. Em um estudo
realizado com pacientes do Nepal e das Filipinas, 144 proteinas do Mycobacterium
leprae foram investigadas quanto ao seu potencial diagnéstico. Dentre elas, as que
melhor distinguiram soros de pacientes multibacilares (MB) daqueles de individuos
saudaveis residentes em areas endémicas foram: ML0405, ML2331, o antigeno de
fusdo MLO050-0049, ML2055, ML0O091 e MLO411 (Duthie et al., 2014).
Posteriormente, epitopos imunorreativos das proteinas ML0405, ML2331, ML2055,
MLO411 e ML0O091 foram incorporados na construcdo de uma proteina quimérica
multiepitdépica, denominada PADL (Protein Advances Diagnostic of Leprosy) (Duthie
et al., 2010). Para verificar a precisdo diagnéstica da PADL na hanseniase, amostras
de soro de pacientes paucibacilares (PB), multibacilares (MB) e de individuos controle
de area endémica, oriundos das Filipinas, foram submetidas a testes ELISA. A
proteina apresentou reatividade em 16 das 20 amostras de casos MB, enquanto
apenas 1 das 15 amostras de casos PB foi positiva (Duthie et al., 2010).

Desenvolvido em 2003 e amplamente utilizado em pesquisas, o ML Flow é um
teste imunocromatografico projetado para detectar anticorpos IgM contra o antigeno
PGL-1 do Mycobacterium leprae (Brasil, 2022). Ele pode ser aplicado em amostras de
soro humano ou sangue total. O principio do teste envolve a interacdo dos anticorpos
presentes na amostra com o antigeno PGL-1, que esta fixado em uma membrana
porosa de nitrocelulose. Durante o procedimento, a amostra biologica atravessa essa
membrana, permitindo a deteccdo dos anticorpos por meio dessa ligacédo especifica

(Lyon et al., 2008). A deteccédo de anticorpos anti-PGL-1 ndo pode ser utilizada como
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anico critério diagnéstico para hanseniase. Isso ocorre porque pessoas saudaveis
podem apresentar resultados soroldgicos positivos, enquanto pacientes com
hanseniase, especialmente aqueles com formas paucibacilares, podem apresentar
resultados negativos na sorologia (Brasil, 2022). O uso do teste rapido da hanseniase,
no ambito do SUS, esta aprovado para uso exclusivo na investigacdo de contatos de
casos confirmados de hanseniase (Brasil, 2022).

Outras aplicabilidades dos testes sorologicos é que podem servir para o
monitoramento da eficacia do tratamento e a progressédo da doenca. Por exemplo, a
natureza quantificavel de testes como o NDO-LID permite monitorizar os niveis de
anticorpos ao longo do tempo, o que pode indicar o sucesso do tratamento ou a
necessidade de intervencéo adicional (Duthie et al., 2014).

Ademais, esses testes podem ajudar a identificar individuos com maior risco
de adoecimento. Os contatos de pacientes MB estdo em maior risco de desenvolver
a doenca (Sales et.al., 2011; Ferreira et al., 2020 ; Teixeira et al., 2020; Hacker et al.,
2021, Alecrin et al., 2024). Estudos mostram que as taxas de soropositividade séo
maiores em contatos de pacientes com hanseniase, sugerindo que esses testes
podem ser utilizados para triagem e intervencdo precoce em areas endémicas
(Amorim et al., 2016). A soropositividade entre pessoas assintomaticas que tiveram
contato com pacientes hansénicos sugere que o bacilo se disseminou a partir do local
de infeccao, indicando a presenca de infeccéo subclinica (Araujo et al., 2012; Araujo
et al., 2016; Frade et al., 2017). Contatos positivos nos ensaios de ELISA apresentam
risco de desenvolvimento de hanseniase 7,2 vezes maior que 0S soronegativos.
Quando avaliamos o risco de desenvolvimento apenas de formas MB, o risco relativo
€ ainda mais alto, chegando a 24 vezes (Douglas et al., 2004). De forma semelhante,
estudo conduzido em Minas Gerais, que acompanhou 1396 contatos domiciliares de
casos PB ou MB de hanseniase por cinco anos, mostrou que 0s contatos com teste
ML-Flow positivo apresentaram risco relativo quase seis vezes maior para a
ocorréncia da doenca (Goulart et al., 2008). Em estudo longitudinal que acompanhou
2992 contatos por 5 a 10 anos, a positividade do ELISA anti-PGL-1 foi associada ao
aumento do risco de adoecimento em seis vezes (RR= 5,68) (Araujo et al., 2015).

Um estudo de coorte mais recente construiu modelos de predicao de risco de
adoecimento entre os contatos de hanseniase. Neste estudo, 600 contatos de
pessoas com hanseniase tratadas no Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase

e Dermatologia da Saude da Universidade Federal de Uberlandia foram
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acompanhados entre 2002 e 2022. O estudo desenvolveu quatro modelos preditivos
para avaliar o risco de hanseniase em contatos. Entre eles, o Modelo 3 foi identificado
como o melhor para prever o risco de doenca. Esse modelo incluiu as variaveis: anti-
PGL-1 IgM positivo, auséncia de cicatriz BCG-ID e idade = 60 anos como fatores de
risco (Alecrin et al., 2024). Assim, é extremamente importante considerar os testes

sorologicos como uma ferramenta de monitoramento e vigilancia dos contatos.

2.6.6 Protebmica

A protedmica € o estudo das proteinas produzidas por uma célula, tecido ou
organismo em um determinado momento e sob condi¢cdes especificas (Parkash;
Singh, 2012). A literatura cientifica destaca varias areas em que a protebmica é
relevante como, por exemplo, a identificacdo de antigenos, perfis antigénicos
especificos da doenca e biomarcadores prognésticos (Groathouse et al. 2006; Wiker,
2011). Na hanseniase, permitiu uma melhor compreensao da biologia do M. leprae,
gue nédo pode ser cultivado em laboratério (Parkash; Singh, 2012).

A aplicacédo de protedmicas no estudo do M. leprae foi iniciada em 1996 por
Pessolani e colaboradores (Pessolani; Brennan, 1996). Desde entéo, outros estudos
tém buscado descrever novas proteinas do M. leprae, utilizando para isso diferentes
plataformas, incluindo eletroforese unidimensional, eletroforese bidimensional,
electroblotting e cromatografia liquida para separacdo das proteinas e
sequenciamento de Edman ou espectrometria de massa para identificacdo das
proteinas (Parkash; Singh, 2012). Devido a pequena quantidade de bactéria
disponivel a partir do tatu infectado, a definicAo completa do proteoma do M. leprae
constitui um desafio. Para aumentar a possibilidade de deteccdo de proteinas
expressas em menor gquantidade, o bacilo pode ser fracionado em seus trés
componentes subcelulares principais: parede celular, membrana citoplasmatica e
fracao citosadlica soluvel (Marques et al., 2004).

Um estudo realizou uma analise protedmica avancada, combinando diversas
técnicas de separacdo e espectrometria de massas para identificar 218 novas
proteinas de M. leprae. Com isso, o total de proteinas conhecidas desse patdégeno
aumentou de 66 para 284, representando 17,6% dos genes previstos pela sequéncia

gendmica. Entre as proteinas recém-identificadas, 60 estavam na fracao citosélica, 98
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na membrana e 104 na parede celular. Entre as proteinas identificadas, cinco parecem
ser especificas de M. leprae, enquanto as demais possuem homologos em M.
tuberculosis. Dessas, quatro estéo localizadas no envelope celular (na parede celular
ou na parede e membrana ao mesmo tempo): MLO369 (proteina hipotética
conservada), ML0447 (proteina hipotética conservada), ML0959 (proteina hipotética)
e ML1553 (prolyl tRNA sintetase) (Marques et al., 2008).

No estudo de Wiker et al. (2011), os pesquisadores investigaram a presenca
de proteinas especificas de M. leprae entre aquelas identificadas por espectrometria
de massa. Dos 155 genes potencialmente exclusivos desse bacilo, apontados por
Marri et al. (2006), foram detectadas apenas 13 proteinas. Isso sugere que somente
uma pequena fracdo das proteinas exclusivas do M. leprae é expressa em niveis
suficientemente altos para serem consideradas candidatas promissoras no
sorodiagnostico da hanseniase. As sequéncias de aminoacidos de 13 proteinas
identificadas foram analisadas via Blast-p para localizar os homoélogos mais préximos.
Trés dessas proteinas apresentaram homélogos em M. tuberculosis (MLO050,
MLO410 e ML0593) e duas em Mycobacterium ulcerans (ML0126 e ML1106). Entre
as oito proteinas restantes, que parecem ser especificas, duas se destacaram pela
falta de homologia com outras micobactérias e por serem altamente expressas:
ML2346 (proteina hipotética) e ML2347 (proteina hipotética conservada) (Wiker;
Tomazella; Souza, 2011).

Em um estudo recente, foram selecionadas nove proteinas especificas do M.
leprae, descritas por protedbmica, para compor a quimera M1: ML0O308, ML0333,
ML0369, ML0447, ML0458, ML0959, ML1553, ML2346 e ML2347. Apés a analise da
sequéncia de aminoacidos por meio do Blast-p, foram escolhidas as proteinas com
menor similaridade com outras espécies do género Mycobacterium. Assim, as
proteinas ML0369, ML0447, ML0959 e ML2346 foram selecionadas para compor a
proteina M1 (Assis et al., 2024). A disposicédo de cada um dos epitopos dentro da
proteina quimérica foi escolhida de forma a mimetizar a disposicdo desses na sua
propria proteina de origem. Para evitar sobreposicdo espacial e como forma de criar
um espagamento entre 0s epitopos, na proteina M1 as sequéncias foram agrupadas
linearmente com espacamento de duas glicinas (GLY) e uma lisina (LYS) entre cada
uma, de forma a formar uma unica proteina com diferentes epitopos.Foram ainda
adicionados dois aminoacidos LYS e um aminoacido GLY na parte inicial e terminal

da proteina, a fim de torna-la solavel (Figura 2). O desempenho das proteinas
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qguiméricas para o sorodiagnostico da hanseniase foi avaliado por ensaios de ELISA

utilizando-se soros de casos da doenca e de controles (Assis et al., 2024).

Figura 4 - Sequéncia de aminoacidos das quatro regides epitdpicas selecionadas para compor a
proteina quimérica M1, provenientes das proteinas ML0369, ML0447, ML0959 e ML2346

KKG -IREPRNRVKOTAASHO- GKG -HHDIAAOTRRETIYONRSDR -

cxG- e - <G -RFAYVDORKHSRYKPPNPAREGCFV- GKK

ML0O369 ML0447 ML0959 ML2346

Fonte: Adaptado de Assis et al. (2024).

A proteina M1 apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 98,44%
para diagnéstico dos casos MB e PB em comparacdo com o controle de pacientes
sem doencas conhecidas. Na avaliacdo do desempenho da proteina M1 em
diferenciar casos de hanseniase de outras doencas infecciosas, a sensibilidade foi de
92% e a especificidade foi de 99% em casos MB. Ja nos pacientes PB, a sensibilidade
e a especificidade foram, respectivamente, 75 e 99%. Houve diferenga significativa
entre as médias de densidade 6ptica (DO) na comparacao entre os grupos MB e PB,
MB e controles saudaveis, MB e doencas infecciosas, PB e controles saudaveis e PB
e doencas infecciosas (p<0,05). Assim, a proteina M1 demonstrou no soro alta
sensibilidade e especificidade ao distinguir pacientes com hanseniase de individuos
saudaveis e com outras doencas, indicando seu potencial como ferramenta

diagnéstica (Assis et al., 2024).

2.7 AMOSTRAS BIOLOGICAS NAO INVASIVAS

O diagnostico da hanseniase fundamenta-se em métodos invasivos para a
coleta de amostras bioldgicas, visando a detec¢do de microorganismos, antigenos e

anticorpos e alteragfes histoldgicas resultantes da imunidade do individuo. Dentre
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esses métodos, destacam- se a utilizacdo de técnicas como puncdes periféricas e
bidpsias de pele. Além disso, para realizar a baciloscopia € necessario pressionar a
pele o suficiente para obter isquemia, manter a presséo até o final da coleta e fazer
um corte na pele de aproximadamente 5 mm nos locais indicados (Brasil, 2010).

Apesar de o0 soro ser a amostra mais convencional para testes imunolégicos,
sua coleta pode representar um desafio em comunidades remotas ou com acesso
restrito a saude. Isso se deve ndo apenas a dificuldade de alcance dessas areas,
mas também a escassez de recursos financeiros e infraestrutura. Muitos desses
locais apresentam limitacbes na aquisicdo de equipamentos, na presenca de
profissionais qualificados para o0 processamento adequado das amostras
(Eamudomkarn et al., 2018; CDC, 2022).

Além disso, a fobia de agulhas afeta cerca de 10% da populagdo mundial,
sendo ainda mais prevalente em criancas, levantando a recusa de procedimentos
diante do medo (Sokolowski et al. 2010; McLenon; Rogers, 2018). Perante a
necessidade do desenvolvimento de métodos diagndsticos ndo invasivos, a utilizacéo
de secrecdes e fluidos corporais emerge como uma perspectiva promissora,
viabilizando aplicacdes clinicas eficazes para diversas doencas e potencialmente
integraveis a dispositivos rapidos no local de atendimento (Ates et al., 2021). Outros
analitos, como saliva, swab oral, secre¢cdo nasal, urina, entre outros, também
poderiam ser considerados para avaliagdo de anticorpos especificos para diagnéstico
de doencas (Zhang et al., 2016; Meng et al., 2018; Andama et al., 2022).

Nesse contexto, h& inUmeras vantagens na utilizacdo de amostras de urina
para aplicacdo em testes diagnosticos e estudos epidemiolégicos. Primeiro, em
condi¢cdes normais de saude, a urina pode ser colhida de modo n&o invasivo, facil e
em grande volume, ndo traumética e menos desconfortdvel. As amostras de urina
podem ser colhidas pelos proprios pacientes instruidos, cuidadores, agentes
comunitarios de saude e qualquer profissional de saude utilizando um coletor universal
estéril oferecido pelo estabelecimento de saude ou pela coordenacédo da pesquisa.
Por fim, é de facil armazenamento, sem necessidade de equipamentos laboratoriais
para o processamento, além de o manuseio apresentar baixo risco de infec¢cbes
acidentais (Decramer et al., 2008; Eamudomkarn et al., 2018; Asfaram et al., 2018,
Nagaoka et al., 2021).
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2.7.1 Urina na deteccao de anticorpos

As primeiras evidéncias objetivas da presenca de imunoglobulinas na urina
foram registradas por Boyce e colaboradores em 1954 e por McGarry e sua equipe
em 1955. De acordo com Hanson e Tan (1965), anticorpos e fragmentos de anticorpos
correspondem a uma parte consideravel das proteinas excretadas diariamente na
urina. Pesquisas indicam que a urina contém imunoglobulinas que sé&o
antigenicamente semelhantes as imunoglobulinas séricas, incluindo varios tipos de
anticorpos capazes de reagir a patégenos como Vibrio cholera e o virus da poliomielite
(Hanson; Tan, 1965).

Posteriormente, diversos autores foram capazes de caracterizar 0s isotipos de
imunoglobulinas presentes na urina humana: Turner e Rowe (1967) — IgG, IgA
secretora em individuos sadios; Bienenstock e Tomasi (1968) — IgG, IgA secretora
em individuos sadios; Burdon (1970; 1971) 1gG, IgD, IgA e IgA secretora em individuos
sadios e IgM em pacientes com infec¢ao urinéria; Kaufman, Katz e Mcintosh (1970) —
IgA e IgA secretora em pacientes com infeccdo urinaria; Kuriyama (1979) - 19G, IgM,
IgA e IgA secretora em individuos sadios. Outro estudo menciona a medicao de
diferentes isotipos de anticorpos (IgG, IgM, IgA) na urina. Embora a IgM seja
normalmente usada como um indicador de infec¢éo precoce no soro, Sseu uso na urina
é limitado devido a problemas de sensibilidade (Nagaoka et al., 2021). A deteccédo de
IgG4 é destacada como particularmente Util para melhorar a especificidade em testes
de urina (Katsuragi et al., 1998). A presenca de cadeias leves de imunoglobulina na
urina tem sido associada a infec¢des especificas, fornecendo uma nova abordagem
para a detecgao ndo invasiva de anticorpos (Hepojoki et al., 2019).

Evidéncias cientificas apoiam a viabilidade da urina como alternativa ao soro
para detectar anticorpos especificos, particularmente no contexto de infec¢des virais
como HIV e hantavirus. Um estudo demonstrou que amostras de urina podem
efetivamente rastrear anticorpos contra o HIV, atingindo uma sensibilidade de 97,2%
e especificidade de 100% guando comparadas as amostras de soro (Martinez et al.,
1996). Outro estudo em grande escala envolvendo quase 26.000 exames de urina
confirmou a utilidade dos testes de anticorpos baseados na urina, revelando uma
baixa taxa de falsos positivos de 1,3% em populacdes de alto risco (Urnovitz et al.,
1999).
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Além disso, diversos outros estudos permitiram a identificacdo de anticorpos
para varias doencas utilizando o método de ELISA, entre elas: filariose (Itoh et al.,
2001; Samad, 2013), hepatites A e C (Perry et al., 1992; Zhang et al., 1994, Elsana et
al., 1998; Joshi et al., 2002; Rodriguéz-Lay et al., 2003), esquistossomose (Itoh et al.,
2003; Elhag et al., 2011), dengue (ltoh et al., 2003; Vazquez et al., 2007),
estrongiloidiase (Eamudomkarn et al.,, 2018; Chungkanchana et al., 2022;
Wongphutorn et al., 2023), infeccédo por Helicobacter pylori (Gong, Li, Yuan, 2017),
COVID-19 (Ludolf et al., 2022; Ramos et al., 2023a; Ramos, Pereira, Cardoso et al.,
2023b), leishmaniose tegumentar (Camara et al., 2024), entre outras (Nagaoka et al.,
2021).

O mecanismo responsavel pela presenca de anticorpos na urina em diferentes
patologias ainda ndo é compreendido. Um dos principais motivos é a disfuncédo renal,
em que os rins ndo conseguem filtrar os residuos e 0 excesso de proteinas de forma
eficaz, permitindo que os anticorpos vazem para a urina, indicando uma possivel
doenca renal. Além disso, a presenca de anticorpos pode sinalizar uma resposta
imune a infec¢des, como infecgBes do trato urinario (ITUs), em que o sistema
imunologico produz anticorpos para combater os patdgenos, resultando em sua
deteccdo na urina (McKenzie; Young, 1987). Véarios estudos demonstraram que as
imunoglobulinas, incluindo IgA e IgG, sdo detectaveis na urina, indicando uma
resposta imune a patdgenos. Esse fenébmeno é particularmente relevante em ITUs e
infec¢des virais, nas quais a urina serve como meio de diagndstico ndo invasivo (Jw;
WI, 1972; McKenzie; Young, 1987).

Postulou-se que o limite de peso molecular (PM) para a filtracdo glomerular se
situe entre 30 a 50 kDa (Roksnoer et al., 2016), enquanto que a deteccdo da presenca
de albumina urinaria (67 kDa) € amplamente reconhecida como um indicativo de
lesBes na barreira de filtracdo glomerular. As imunoglobulinas apresentam um PM
maior: 1gG, 150kDa; IgA ~385kDa; IgE 200kDa; IgD 180kDa; IgM, 900kDa
(Muhammed, 2020). O peso molecular e a taxa de filtracdo glomerular (TFG) das
imunoglobulinas, particularmente da IgG, séo fatores importantes para compreender
a sua presenca na urina. Devido ao seu tamanho relativamente grande, a IgG
normalmente ndo é filtrada livremente através da membrana basal glomerular em
condicdes fisiologicas normais. No entanto, em certos estados patologicos, como
danos glomerulares, o aumento da permeabilidade pode levar a presenca de IgG na

urina (Woo, et al.; 1979). Embora a concentragao de anticorpos na urina corresponda
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a apenas 1/4.000 a 1/10.000 daquela encontrada no soro (Nagaoka et al., 2021), o
uso de métodos diagndsticos nao invasivos, como o ELISA baseado em urina, mostra
grande potencial.

Estudos mais atuais, como o desenvolvido por Ludolf et al. (2022),
demonstraram que € possivel detectar anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de
urina com alta sensibilidade (94%) e especificidade (100%) usando um ensaio de
ELISA baseado em urina. Este método oferece uma alternativa ndo invasiva para
avaliar a conversdo imunoldgica ao COVID-19, podendo ser utilizado para monitorar
a exposicdo ao virus em nivel populacional ou para avaliar o risco de infeccdo em
nivel individual.

Zhang et al. (2024) investigaram a deteccdo de anticorpos contra a proteina
Spike do SARS-CoV-2 em urina, utilizando proteinas recombinantes expressas em
sistemas procariéticos. Este estudo validou a eficacia do método, mostrando que a
expressdo procariotica das proteinas ndo compromete a eficiéncia do ensaio,
tornando-o uma ferramenta conveniente para triagem de anticorpos anti-SARS-CoV-
2. Outro trabalho recente identificou a presenca de anticorpos urinarios em pacientes
com leishmaniose tegumentar utilizando antigeno recombinante e peptideos sintéticos
para o diagndstico da doenca (Camara et al., 2024).

Embora os mecanismos que expliqguem a presenca de anticorpos na urina
ainda nao sejam completamente compreendidos, novas pesquisas S80 necessarias
para explorar essas lacunas, visto que esse achado tem sido observado com

frequéncia crescente nos estudos sobre doencas infecciosas nos ultimos anos.

2.7.2 Urina no diagnoéstico da hanseniase

O diagndstico da hanseniase usando amostras de urina tem sido explorado
com foco na deteccdo do DNA, antigenos e glicolipideos especificos ao M. leprae.
Desde a década de 1980, antigenos tém sido detectados na urina (Kaldany, 1986;
Olcen, 1983; Singh, 1988). Kaldany et al. (1987) desenvolveram um ELISA de inibicdo
para detectar o antigeno PGL-1 na urina de pacientes com hanseniase. A proteina foi
identificada na maioria dos pacientes testados, e 0s autores sugeriram que a urina
poderia ser considerada como um analito mais simples e sensivel para o diagnoéstico
da hanseniase através da detecdo de anticorpos especificos para PGL-1. H& relatos

de deteccéo de antigenos especificos de M. leprae, PGL-1, em amostras de urina de
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pacientes com hanseniase usando um método dot-ELISA (Singh, 1991). Ele
identificou que os anticorpos policlonais detectaram 23% a 36% dos casos PB e 100%
dos casos MB. Além disso, 16% dos casos de dimorfo tuberculdide (DT), 25% dos
casos dimorfos (DD), 80% dos casos de DV e 100% dos VV foram detectaveis na
urina. O estudo destacou o potencial do exame de urina para diagnosticar a
hanseniase, incluindo casos negativos de esfregaco cutaneo (Singh, 1991). Outro
trabalho observou a detec¢éo do antigeno da parede celular de M. leprae na urina de
pacientes tratados e n&o tratados usando o anticorpo monoclonal ML30A2 1gG
(Sharma et al., 1992).

Quanto a identificacdo de anticorpos urinarios, os estudos sdo escassos e
antigos. Um estudo coletou amostras de urina e soro de 67 individuos, sendo 55 com
hanseniase ativa em diferentes formas e 12 controles saudaveis. Os casos de
hanseniase foram classificados nas formas DV/VV, DD e TT/DT. Foram aplicados dois
testes diferentes: o Teste de Competicdo de Anticorpos Urinarios (UACT) e o Teste
de Competicdo de Anticorpos Sanguineos (SACT). O UACT, que utiliza anticorpos
monoclonais, detecta anticorpos especificos para o antigeno de 35 kDa do M. leprae
na urina. Ja o SACT, também baseado em anticorpos monoclonais e direcionado ao
mesmo antigeno de 35 kDa, foi realizado em amostras de soro. Os resultados
mostraram que 0s anticorpos especificos foram detectados na urina de 50% dos
individuos soropositivos. As taxas de positividade variaram conforme o tipo de
hanseniase: 52% nos casos DV/VV, 50% nos DD e 43% nos TT/DT (Patil et al., 1990).

Estudos recentes exploraram o uso de amostras de urina para o diagnéstico da
hanseniase, com foco na deteccdo do DNA do M. leprae usando técnicas de PCR.
Um estudo demonstrou a utilidade do Rlep-PCR na detec¢do do DNA do M. leprae
em amostras de urina, mostrando uma taxa de positividade mais alta na urina em
comparagao com sangue e baciloscopia entre pacientes com hanseniase néo tratados
com esfregaco negativo. Isso sugere que a urina pode servir como uma ferramenta
nao invasiva de diagnadstico, particularmente para casos paucibacilares (David, 2024).
Outro estudo utilizou PCR pra amplificar o gene do M. leprae em amostras de urina,
alcancando uma taxa de deteccao de 46,6% entre pacientes com hanseniase. Este
método mostrou maior sensibilidade em casos de hanseniase tuberculoide, onde os
métodos tradicionais frequentemente falham devido a baciloscopia negativa (Caleffi et
al., 2012).
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Avaliar o potencial antigénico da proteina quimérica recombinante M1,

composta por epitopos de linfocitos B presentes em proteinas potencialmente

especificas do M. leprae, para o diagnéstico laboratorial de formas paucibacilares e

multibacilares de hanseniase usando soro e urina como amostras biologicas.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os peptideos sintéticos que compdem a proteina M1 usando
amostras de urina dos pacientes para verificar a viabilidade do estudo.
Avaliar a acuréacia diagnéstica da quimera M1 por meio da técnica de
ELISA utilizando painel de amostras de soro e urina de pacientes com
formas paucibacilares e multibacilares de hanseniase, bem como de
individuos sem comorbidades conhecidas e de pacientes com outras
doencas infecciosas, como doenca de Chagas, leishmaniose visceral
(LV), leishmaniose tegumentar (LT), malaria e de pacientes infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Avaliar parametros de sensibilidade e especificidade da protteina usando
as amostras de urina e soro dos pacientes.

Avaliar taxa de positividade nos controles do ELISA usando a proteina
M1 na avaliagdo de amostras de contatos de casos paucibacilares e

multibacilares da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil)
com numero de protocolo CAAE-52767821.8.0000.5149, além da Instituicdo
coparticipante Hospital Eduardo de Menezes (HEM; Belo Horizonte, Minas Gerais)
com o numero de protocolo CAAE 77392724.3.0000.5149. Todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Todos os procedimentos foram desenvolvidos de acordo com as hormas éticas
das Instituicbes envolvidas e obedecendo a Declaracdo de Helsinki de 1964 e suas

alteracdes posteriores.

4.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Este estudo empregou 310 amostras pareadas de soro e urina, de
conveniéncia. As amostras foram coletadas no periodo de fevereiro a setembro de
2024. A coleta de urina foi realizada tecnicamente em qualquer momento do dia, sem
um horario fixo de retencao vesical; no entanto, recomendou-se a coleta de urina pela
manha ou ap6s um periodo médio de retencdo de aproximadamente 4 horas, sempre
gue possivel. Para a coleta de urina, foram utilizados frascos coletores universais
estéreis de 80 mL. O contelido coletado foi transferido para tubos de 15 mL contendo
azida sddica (71289, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) em uma concentracdo final de
0,1% (v/v). Esses tubos foram transportados em temperatura ambiente e
armazenados em geladeira a 6°C, até o0 momento da utilizacdo. As amostras
sanguineas foram obtidas por meio de punc¢éo venosa, utilizando tubo estéril de coleta
de 5 mL a vacuo com ativador de coagulo e gel separador. Posteriormente, 0s tubos
foram submetidos a uma centrifugagcdo a 3.500 rpm, durante 15 min a uma
temperatura de 4°C. O soro resultante foi cuidadosamente coletado e armazenado em
tubos do tipo eppendorf de 2 mL preservados a uma temperatura de -20°C, até o

momento de utilizagéo.
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4.3POPULACAO DO ESTUDO

Um total de 310 amostras pareadas de soro e urina foram usadas nos testes
de ELISA. Pacientes com hanseniase e outras doencas infecciosas foram recrutados
no ambulatorio de Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte,
Minas Gerais e no CEDRI (Centro Especializado em Doencas Respiratérias e

Infectocontagiosas) em Januaria, Minas Gerais, Brasil.

4.3.1 Pacientes

4.3.1.1.Critérios de inclusdo

Casos novos de hanseniase com mais de 18 anos que ainda ndo haviam
iniciado o tratamento com poliquimioterapia no CEDRI Januaria e HEM-Belo

Horizonte.

4.3.1.2.Critérios de exclusdo

¢ Hanseniase neural primaria.
e Pacientes com hanseniase, sabidamente portadores de outras
doencas infecciosas.

e Pacientes sabidamente com doencas renais.

4.3.1.3. Diagnostico e classificacdo da doenca

O diagndstico da hanseniase foi realizado por critérios clinicos e
epidemiologicos associados a testes laboratoriais. A classificacdo adotada no trabalho
foi a operacional devido as coletas da regido carente e endémica de Januaria/MG.
Nesta regido, a baciloscopia e histologia ndo estavam disponiveis para todos o0s
pacientes e, portanto, a prioridade foi o uso desta classificacdo para fins de
tratamento. Assim, casos com até cinco lesdes de pele e baciloscopia
obrigatoriamente negativa sédo classificados como PB e sao tratados com PQT-U por
seis meses. Casos com mais de cinco lesdes e/ou baciloscopia positiva sao

classificados como MB e devem receber PQT-U por 12 meses (Brasil, 2022). Além
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disso, para casos com comprometimento de apenas um nervo, a OMS recomenda a
classificagdo como MB, 0 mesmo proposto neste estudo (WHO, 2018). Os pacientes
provenientes de Januéria foram avaliados previamente por uma especialista em
hansenologia no CEDRI e diagnéstico baseado na clinica e no exame
dermatoneuroldgico. Todos os pacientes tiveram todo o tegumento inspecionado e
realizad a palpacdo de nervos. Os outros pacientes oriundos do Ambulatério de
Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes, centro de referéncia da doenga em
Belo Horizonte, foram avaliados com profissionais qualificados e com vasta
experiéncia em hansenologia. Nesse servico, além da avaliacdo clinica e exame
dermatoneuroldgico, foi possivel a realizacdo da baciloscopia e bidpsia com exame
histologico. O exame dermatolégico em ambas as coletas foi feito por médicos com
experiéncia no atendimento de pacientes com hanseniase e avaliagdo neuroldgica
seguiu as recomendacdes do Manual de Incapacidades do MS (Brasil, 2008).

Entre os 25 casos de pacientes paucibacilares; 13 casos foram do Hospital
Eduardo de Menezes e 12 casos de Januaria. Entre os 35 casos multibacilares; 09
oriundos do Hospital Eduardo de Menezes e 26 individuos de Januéaria. Todos 0s
pacientes do HEM realizaram baciloscopia e apenas 13 pacientes dos pacientes
multibacilares em Janudria realizaram o exame. Além da baciloscopia, no HEM, foi
realizado exame histopatolégico. Portanto, foi possivel classificar mais
detalhadamente estes individuos. Utilizando a classificacdo de Ridley e Jopling neste
local: 03 individuos apresentavam forma indeterminada; 06 pacientes a forma
tuberculoide; 04 pacientes a forma dimorfa tuberculoide; 03 individuos com forma
Dimorfa Virchowiana e 06 individuos com a forma virchowiana.

Entre os 22 pacientes do HEM; 14 eram do sexo feminino e 8 do sexo
masculino. E entre os 38 casos de Januéria; 27 eram do sexo femino e 11 do sexo

masculino.
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Tabela 2 Individuos acometidos pela doenca e suas diferentes formas clinicas

Paucibacilares Multibacilares Total de pacientes com
hanseniase

25 casos 35 casos 60 casos

HEM: 13 HEM:9

JANUARIA: 12 JANUARIA:26

4.3.2 Controles

Individuos sem comorbidades conhecidas e sem historia pregressa ou familiar
de tuberculose ou hanseniase, residentes em Belo Horizonte, Minas Gerais
(n=55).

Contatos intradomiciliares de casos de hanseniase PB ou MB que foram
examinados no Ambulatério de Dermatologia do HEM ou CEDRI Januéria e
nao apresentavam sinais e ou sintomas da doenca no momento do exame.
Esses individuos foram submetidos a avaliacdo clinica para verificar a
possibilidade de estarem doentes. A avaliacado incluiu anamnese, exame fisico
completo com exame dermatoneurolégico. E o caso indice foi identificado para
avaliar se era contato de paciente paucibacilar ou multibacilar. CPB (n=30) e
CMB (n=35).

Pacientes com as seguintes doencas infecciosas, que poderiam apresentar
reacdo soroldgica cruzada com hanseniase: doenca de Chagas, LV, LT, HIV,
malaria. Em relacdo as reacfes cruzadas, foram selecionadas amostras de
pacientes com LV (n=30), LT (n=35), doenca de Chagas (n=35), malaria (n=10)
ou infectados com HIV (n=20). As amostras de pacientes com malaria, doenca
de chagas e leishmaniose tegumentar foram oriundas da soroteca do grupo de
pesquisa. As leishmanioses foram diagnosticadas por avaliagéo clinica e testes
parasitolégicos para LT (esfregagcos corados com Giemsa de fragmentos de
lesdo e PCR para detectar kDNA de L. braziliensis) e LV (aspirados de baco
e/ou medula 6ssea e PCR para detectar kDNA de L. infantum). A doenca de
Chagas foi diagnosticada por hemocultura, kit Chagatest® ELISA recombinante

v.4.0 e/ou inibicdo da hemaglutinacdo Chagatest® (Wiener lab., Rosario,
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Argentina). A malaria foi diagnosticada por exame clinico e teste parasitologico
positivo da analise microscopica de gotas de sangue coradas com Giemsa. A
infeccdo pelo HIV foi baseada no ELISA e/ou teste rapido para HIV e
confirmacdo com carga viral e contagem de células TCD4*. Os pacientes

selecionados para o estudo ndo apresentavam disfuncéo renal.

Tabela 3 — NUmero de amostras analisadas por categoria de grupos controle do
estudo. Grupos-controle. Foram analisadas 130 amostras de individuos para
comparar com 0s grupos de doentes acometidos pela hanseniase; sendo
individuos sem comorbidades conhecidas (n:55), individuos com outras doencas
infecciosas (n:130) e contatos de pacientes com hanseniase (n:65). Fonte:
elaboracao propria (2024).

Individuos sem Contatos Outras doencas
comorbidades infectocontagiosas

(Controles)

(n=55) CPB (n=30) Doenca de Chagas (n=35)
CMB (n=35) Malaria (n=10)
LT (n=35)
LV (n=30)
HIV (n=20)
Total: 55 65 130

4.4 PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

O gene que codifica a proteina quimérica M1 foi desenhado em estudo
anterior (Assis et al., 2024) e sintetizado comercialmente (GenScript®, EUA). As
proteinas que compuseram a quimera M1 sdo ML0369, ML0447, ML0959 e ML2346,
todas proteinas hipotéticas com similaridade 100% com o M. leprae. As regides
proteicas identificadas por programas de bioinformatica como contendo epitopos de
células B foram selecionadas para a constru¢cdo das quimeras. A proteina M1 foi
composta pelas sequéncias peptidicas: "IREPRNRVKQTAASHQ" da ML0369,
"HHDIAAQTRREIYQNRSDR" da ML0447, "QVQQEKNRPDRVDQHGNS" da
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ML0959 e "RFAYVDQRKHSRYKPPNPAREGCFV" da ML2346. Esses peptideos
foram identificados em estudo recente, no qual foram também avaliados no
diagndstico sorolégico da hanseniase (Assis et al., 2024).

A expressdo proteica foi induzida utilizando isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (1,0 mM; Promega®, Canadd) e as culturas foram incubadas
por 24 h a 12°C, momento em que foram rompidas por ultrassom, com seis ciclos de
30 seg cada, em 90 MHz. A proteina M1 foi purificada por cromatografia de afinidade
na coluna de niquel HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences, EUA), e a amostra
purificada obtida foi dialisada contra solucao salina tamponada com fosfato 1x (PBS).
Apés a dialise, a proteina M1 foi passada sobre uma coluna de agarose-polimixina
(Sigma-Aldrich, EUA) para remover qualquer endotoxina bacteriana residual. A
concentracéo de proteina M1 foi medida usando um método colorimétrico de acido
bicinconinico (BCA) com o kit BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific,
Waltham, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os quatro epitopos de
células B que compdem a proteina quimérica foram sintetizados quimicamente
(Scussel et al., 2022). Os mesmos foram liofilizados e armazenados a -20°C, até o
uso, quando foram reconstituidos em agua milli-Q na concentracéo final de 1,0

mg/mL.

4 5ELISA

A metodologia de ELISA indireta foi realizada seguindo as condicdes
experimentais ideais para cada tipo de antigeno utilizado a proteina recombinante M1
e 0s peptideos sintéticos, aplicando como amostras biolégicas a urina e soro dos
pacientes. Inicialmente, em todos os casos, curvas de titulagéo foram realizadas com
0 proposito de determinar as concentragcbes mais apropriadas dos antigenos e

diluicdo da urina, soro e conjugado para 0s experimentos.

4.5.1 ELISA usando soro

Curvas de titulagéo prévias foram realizadas visando atingir a concentracao de
antigeno mais apropriada e as diluicbes de amostra e conjugado a serem utilizadas.
Placas flexiveis de imunoensaio de microtitulagéo (Cralplast, S&o Paulo, Brasil) foram

revestidas com M1 (0,25 ug por pogo) ou peptideos sintéticos individuais (10,0 ug por
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poco, cada), todos diluidos em tampao de revestimento (tampéao carbonato 50 mM) a
pH 9,6 por 16 h a4 -C. Apds, os sitios de ligacao livres foram bloqueados com 250 pL
de PBS (1x) pH 7,4 mais Tween 20 (PBS-T) adicionado de 5% (p/v) de albumina de
soro bovino por 1 h a 37 -C. Apds a lavagem das placas cinco vezes com PBS-T, os
pocos foram incubados com 100 pL de amostras de soro (diluidas em PBS-T na
proporcao 1:200) por 1 h a 37 -C. As placas foram lavadas seis vezes em PBS-T e
incubadas com anticorpo conjugado com peroxidase de rdbano anti-IlgG humana
(diluido em PBS-T na proporc¢éo 1:10.000; catalogo A18811, Invitrogen, EUA) por 1 h
a 37 °C. As placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e as reacdes foram
desenvolvidas usando TMB (3,3',5,5'; tetrametilbenzidina linear, Scienco, Brasil) por 7
min e no escuro. As reagdes foram interrompidas pela adigcdo de 50 uL de H2S0O4 2
N, e os valores de densidade 6ptica (DO) foram medidos em um leitor de microplacas
ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canadd), a 450 nm. As amostras foram
utilizadas no mesmo dia com os mesmos reagentes para reduzir a interferéncia
experimental entre os resultados obtidos. Uma analise grafica de Bland-Altman
também mostrou que as diferencas nos valores de DO entre as duplicatas néo
aumentaram com a variacdo dos resultados. Dois procedimentos ELISA diferentes
foram realizados, utilizando as mesmas amostras de soro em dois experimentos

independentes.

4.5.2 ELISA usando urina

Curvas de titulacdo também foram realizadas para determinar a concentracao
de antigeno mais apropriada e as diluicdes de amostra e conjugado a serem usadas.
Placas de imunoensaio de microtitulacdo (Thermo Fisher, Sdo Paulo, Brasil) foram
entdo revestidas com M1 (1,0 ug por pogo) ou peptideos sintéticos individuais (20,0
Mg por pogo, cada), todos diluidos em tamp&o de revestimento a pH 9,6 por 16 h a 4
°C. Depois, os sitios de ligagao livres foram bloqueados com 250 uL de PBS-T
adicionado com 5% (p/v) de albumina de soro bovino por 1 h a 37 -C. Depois, as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e os pocgos foram incubados com 100
ML de urina nao diluida por 1 h a 37 -C. As placas foram lavadas seis vezes em PBS-
T e incubadas com anticorpo anti-IgG humana conjugado com peroxidase de rabano
(diluido 1:1000 em PBS-T; catalogo A18811, Invitrogen, EUA) por 1 h a 37 °C. As

placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e as reag0es foram reveladas usando
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TMB por 7 min e no escuro. As reacgdes foram interrompidas apés a adigéo de 50 pL
de H2S0O4 2 N, e os valores de DO foram medidos em um leitor de microplacas ELISA,
a 450 nm.

As amostras foram usadas no mesmo dia com 0S mesmos reagentes para
reduzir a interferéncia experimental entre os resultados obtidos. Além disso, uma
analise de diagrama de Bland-Altman também foi realizada, bem como dois
procedimentos de ELISA usando as mesmas amostras em experimentos

independentes.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram inseridos em planilhas do Microsoft Excel (versdo 10.0) e
analisados com o GraphPad Prism versao 10.0.2 para Windows (GraphPad Software,
EUA). Os valores de corte foram estabelecidos pela construcao de curvas Receiver
Operating Characteristic (ROC) e o desempenho diagnostico dos antigenos foi
avaliado através de: sensibilidade (Se), especificidade (Sp), valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e intervalo de confianca de 95% (IC95%).
Andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Dunnett foram
usados para comparacgdes entre 0s grupos (p < 0,05). A concordancia além do acaso
foi avaliada usando o coeficiente Kappa e interpretada de acordo com a escala: 0,00
a 0,20 (desprezivel), 0,21 a 0,40 (fraco), 0,41 a 0,60 (moderado), 0,61 a 0,80 (bom) e
0,81 a 1,00 (excelente) (Cohen, 1968).



51

5 RESULTADOS

As secdes de Resultados e Discussao serdo apresentadas sob a forma de artigo
cientifico, que foi derivado do projeto; conforme estabelecido pela Resolugcdo n°
02/2013, de 18 de setembro de 2013 do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da
Saude: Infectologia e Medicina Tropical.

O artigo foi submetido aceito e publicado no jornal Tuberculosis [ISSN: 1873-
281X], Recebido em 31 de outubro de 2024; Recebido em formato revisado em 23 de
janeiro de 2025; Aceito em 3 de fevereiro de 2025.

Citacdo do artigo: Camara RSB, Pereira IAG, Espindola GC, Lage DP, Silva AL,
Freitas CS, Assis BPN, Corréa LVA, Moreira RLF, Lyon S, Silva RC, Barros TS, de
Oliveira ALG, Ludolf F, Chavez-Fumagalli MA, Christodoulides M, Machado-de-Avila
RA, Tupinambéas U, Goncgalves DU, da Costa Rocha MO, Coelho EAF, Chaves AT.
Urine-based ELISA using a recombinant chimeric protein for the diagnosis of
paucibacillary and multibacillary leprosy. Tuberculosis (Edinb). 2025 Mar;151:102613.
doi: 10.1016/j.tube.2025.102613. Epub 2025 Feb 6. PMID: 39923466.

Title
Urine-based ELISA using a recombinant chimeric protein for the diagnosis of

paucibacillary and multibacillary leprosy

Authors

Raquel S.B. Camara®*, Isabela A.G. Pereira®*, Geise C. Espindola®#, Daniela P.
Lage?, Ana L. Silva?, Camila S. Freitas?, Barbara P.N. Assis??, Lais V.A. Corréa?,
Ricardo L.F. Moreira®, Sandra Lyon®, Rozana C. Silva®, Tiago S. Barros®, Ana Laura
G. de Oliveira?, Fernanda Ludolf2¢, Miguel A. Chavez-Fumagalli¥, Myron
Christodoulides®, Ricardo A. Machado-de-Avila’, Unai Tupinambéas?, Denise U.

Goncalves?, Manoel O. da Costa Rocha?, Eduardo A.F. Coelho?9"# Ana T. Chaves?#*

Affiliations
@ Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina

Tropical, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo



52

Horizonte, 30130-100, Minas Gerais, Brazil.

b Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais, Hospital Eduardo de Menezes,
Belo Horizonte, 30622-020, Minas Gerais, Brazil.

¢ Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Faculdade de Ciéncias
Médicas de Minas Gerais, Belo Horizonte 30130-110, Minas Gerais, Brazil.

d Computational Biology and Chemistry Research Group, Vicerrectorado de
Investigacion, Universidad Catolica de Santa Maria, Urb. San José S/N, Umacollo,
Arequipa, 04000, Peru.

¢ Neisseria Research Group, Molecular Microbiology, School of Clinical and
Experimental Sciences, University of Southampton Faculty of Medicine, Southampton
General Hospital, Southampton, England.

fPrograma de P6s-Graduacéo em Ciéncias da Salde, Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Criciima, 88806-000, Santa Catarina, Brazil.

9 Departamento de Patologia Clinica, COLTEC, Universidade Federal de Minas

Gerais, Av. Antbnio Carlos, 6627, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.

#These authors contributed equally for the study.

"Corresponding author

Address: Prof. Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho. Laboratério de Pesquisa do
Programa de Pés-Graduacgédo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Prof. Alfredo
Balena, 190, 30130-100, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.

Phone and fax number: +55 31 3409 4983

E-mail address: eduardoferrazcoelho@yahoo.com.br



53

ABSTRACT

Leprosy diagnosis is difficult to perform due to variable sensitivity and/or specificity of
the tests. In addition, the collection of the blood samples requires laboratorial structure
and trained professionals. In the present study, the diagnostic efficacy of M1 chimeric
protein, which was recently showed to be antigenic for leprosy using a serum- based
ELISA, was evaluated against patient urine. Paired serum and urine samples were
collected from patients with paucibacillary (PB) and multibacillary (MB) leprosy,
tegumentary and visceral leishmaniasis, tuberculosis, Chagas disease, malaria, and
HIV-infected subjects. Samples from healthy individuals and household contacts were
also used. The protein and peptides used to compose it were used as antigens, and
results showed that the four peptides presented good sensitivity and specificity to
detect MB leprosy, while M1 protein showed sensitivity and specificity of 98.5 % and
100 %, respectively, to detect both PB and MB leprosy, when an urine-based ELISA
was performed. Positive (PPV) and negative (NPV) predictive values were 100 % and
98.3 %, respectively. In a serum-based ELISA, sensitivity and specificity were 96.9 %
and 100 %, respectively, with PPV and NPV of 100 % and 96.5 %, respectively. In
conclusion, preliminary data suggest that M1 protein could be considered for diagnosis

of leprosy by using patient urine.

Keywords: Leprosy; chimeric protein; diagnosis; ELISA; urine; serum.
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1. Introduction

Leprosy, also known as Hansen’s disease is an infectious disease that remains
endemic in more than 140 countries around the world (WHO, 2023). The intracellular
bacterium Mycobacterium leprae is considered the etiological agent os leprosy,
although M. lepromatosis has been associated with diffuse lepromatous disease in
Mexican patients (Han et al.,, 2008; Sugawara-Mikami et al., 2022). The disease
transmission in mainly dependent on the bacillus infectivity, host” immune response,
and by frequency and duration of contact among uninfected subjects and
patients (Chen et al., 2022). The skin and peripheral nervous system
and reticuloendothelial systems are affected by development of active disease,
although the upper respiratory tract, bones and joints, eyes, and adrenal glands can
be also affected (Maymone et al., 2020).

Leprosy is a polymorphic disease that presents different clinical forms,
according to the host’s immune response to the infection. In the 1960s, Ridley and
Jopling proposed a classification, for use in research, which reflects the host’s
resistance spectrum. This classification recognizes five clinical forms of the disease
and is based on clinical, histopathological, immunological (Mitsuda test) and
bacteriological (smear microscopy) criteria. At the beginning of the spectrum is
tuberculoid form (TT), which presents a predominantly cellular immune response and
good host resistance to infection. The dimorphic group is found in the center of the
spectrum, and presents intermediate resistance, being subdivided into dimorphic-
tuberculoid (DT), dimorphic-dimorphic (DD) and dimorphic-lepromatous (DV)
according to the proximity to one of the poles. Virchowian cases (VV) are at the end of
the spectrum, presenting a predominantly humoral immune response and low host
resistance to infection (Ridley; Jopling, 1966). The indeterminate form (1) is the initial
form of the disease and cannot be classified within the spectrum, since the host’s
immune response has not been still defined (Ridley; Jopling, 1966). In this phase, the
condition is exclusively cutaneous and there is no neural involvement. If left untreated,
this form can evolve into any of the spectral forms and, in these cases, peripheral
neuropathy may develop if treatment is not instituted promptly (Thalhari, 2015; Cruz et
al, 2017). Primary neural leprosy (PN), also known as neuritic, polyneuritic or pure
neural leprosy, is the clinical form characterized by peripheral neuropathy, without

current or previous evidence of skin lesions and negative bacilloscopy. Its clinical
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diagnosis is based on the presence of sensory and/or motor deficiency and neural
thickening (Mendiratta, 2006). The disease classification has been a matter of
controversy. The high prevalence of this clinical form in India (5.0 %-17.7 % of cases)
justified the inclusion of the NP form as an independent group in the classification of
the Indian Association of Leprologists (Talwar, 1992). Ridley and Jopling [6] did not
include the NP form as a separate group in their spectral classification. The authors
reported that, although the NP form is more common in TT, it can occur in any of the
groups, with the exception of VV. In 1981, the World Health Organization (WHO)
recommended the first operational classification to serve as basis for the
implementation of MDT. Multibacillary (MB) leprosy included the VV, DV and DD forms
of the Ridley and Jopling classification, with a bacilloscopic index (Bl) higher than or
equal to 2 at any site. Paucibacillary (PB) leprosy included the I, TT and DT forms, with
Bl < 2 at all sites.

Diagnosis of disease is based on clinical and laboratorial exams (Maymone et
al., 2020). However, the clinical diagnosis requires expertise of clinicians and
laboratorial diagnosis presents variable sensitivity and/or specificity of the tests (Aamir
et al., 2018). In this context, an early and precise diagnosis is essential to interrupt the
subclinical infection and disease transmission chain, as well as to prevent
disfigurement and disability in the patients. Laboratory tests, such as Polymerase
Chain Reaction (PCR), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Rapid-
Diagnostic Tests (RDT) have been performed, but variable sensitivity and/or specificity
has been still reported. In addition, there is the difficulty to obtain blood samples, which
require trained professionals and laboratorial equipment (Martinez et al., 2014; Lopes-
Luz et al., 2023), as well as represents a challenge in remote and restricted areas to
healthcare (Eamudomkarn et al., 2018; Albuquerque et al., 2023).

The laboratorial diagnosis of leprosy is based on the use of techniques, such as
Polymerase Chain Reaction (PCR), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
and Rapid-Diagnostic Tests (RDTs); however, variable results have been obtained.
Additionally, there is the difficulty to collect patient blood samples, since such
procedure requires trained professionals and laboratorial structure; which represent a
challenge in remote areas where limitations in the healthcare are found (Martinez,
2014; Eamudomkarn et al., 2018; Albuquerque et al., 2023; Lopes-luz et al.,2023).

In this context, other analytes, such as saliva, oral swab, nasal secretion, urine,

among others, could be also considered for the evaluation of the specific antibodies to
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diagnosis diseases (Mwape et al., 2011; Ghosh et al., 2016; Zhang et al., 2016; Meng
et al., 2018; Andama et al., 2022). Urine is a biological liquid produced by the kidneys
and that contains metabolites, salts, proteins, pigments, and other valuable molecules
from the surrounding blood capillaries. It not only reflects information from the kidneys
and urinary tract but also incorporates products from more distinct organs of patient’
body, obtained in plasma through glomerular filtration (Sereno et al., 2020).
Urine-based ELISA has been developed to detect distinct infections and
diseases, such as Helicobacter pylori (Gong et al., 2017), Chikungunya virus (Raut et
al.,, 2016), human immunodeficiency virus-1 (Oelemann et al., 2022), visceral
leishmaniasis (Ghosh et al., 2016; Eyayu et al., 2022), tegumentary leishmaniasis
(Camara et al., 2024a; Camara et al., 2024b), Wuchereria bancrofti (Samad et al.,
2013), and Schistosoma japonicum (Lei et al., 2012), among others. In this context,
the perspective to use this analyte to detect specific antibodies to diagnose leprosy
could be considered as a strategy. In a recent study, a hew recombinant chimeric
protein, called M1, which is composed by four specific B-cell epitopes from M. leprae
proteins; was showed to be antigenic for the serodiagnosis of both PB and MB leprosy
cases with four specific B-cell epitopes from M. leprae proteins, and it showed to be a
promising antigenic candidate for the serological diagnosis of PB and MB leprosy
cases (Assis et al., 2024) In this context, in the present study, M1 protein was tested
against paired urine and serum samples from PB and MB patients, as well as from
their contactants and healthy subjects, besides patients with cross-reactive diseases
(CRD); aiming to verify the diagnostic efficacy of this protein by using patient urine. To
the best of our knowledge, this is the first study in which patient urine was tested

against a chimeric protein for the diagnosis of both PB and MB leprosy cases.

2. Materials and Methods

2.1. Production of recombinant M1 protein and peptide synthesis

The gene encoding M1 protein was recently constructed (Assis et al., 2024).
The protein expression was performed after addition of 1.0 mM of isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG; Promega®, Canada) and incubation for 24 h at 12-C,
when cells were disrupted by ultrasonication through six cycles of 30 s each, at 90
MHz. M1 protein was purified by affinity chromatography on the HisTrap HP nickel
column (GE Healthcare Life Sciences, USA), and dialyzed using PBS. After dialysis,
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the antigen was passed over an agarose-polymyxin column (Sigma-Aldrich, USA) in
order to remove any residual endotoxin content. Protein concentration was estimated
by using the BCA protein assay reagent kit (Thermo Scientific, Waltham, USA)
according to manufacturer instructions. The four synthetic peptides used to construct
the M1 chimeric protein were chemically produced according described [30]. They
were lyophilized and stored at 20-C until use, when were reconstituted in Milli-Q water,

at a final concentration of 1.0 mg/mL.

2.2. Ethics

The study was approved by the Ethics Committee on Human Research from
Federal University of Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil), with
protocol number CAAE- 52767821.8.0000.5149. All participants signed an informed
consent form. Urine samples (10 mL) were collected into a tube containing preservative
(0.1 % w/v NaN3; catalog 71289, Sigma-Aldrich, USA), and they were stored at 4-C
until use. Blood samples (10 mL) were collected through venipuncture in tubes with no
anticoagulant, which were incubated for 15 min at 37-C, and submitted for
centrifugation at 5000%g for 10 min at 22-C. Thus, sera samples were separated and

stored at 70-C, until use.

2.3. Study population

A total of 310 subjects were enrolled in the study. Paired urine and serum
samples from PB (n = 25) and MB (n = 35) patients, as well as from their household
contacts [PBC (n = 30) and MBC (n = 35), respectively] were collected. In addition,
paired samples from healthy subjects living in an endemic region of disease (n = 55;
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil), as well as of patients with visceral (n = 30) and
tegumentary (n = 35) leishmaniasis, Chagas disease (n = 35), malaria (n = 10) and

those HIV-infected (n = 20) were also used in the experiments.

2.4, Diagnosis of diseases

The diagnosis of leprosy was performed by clinical evaluation, slit-skin smears
and histopathological examination of lesion biopsy. Patients were classified according
to WHO criteria. People living with leprosy patients were called household contacts
and they were enrolled in the study. These subjects did not present clinical signal of

disease at the moment ofcollection of the urine and serum samples. Healthy subijects,
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which did not present clinical signal of leprosy or other infectious diseases at the
moment of collection of samples, were also used.

Regarding the cross-reactive diseases, leishmaniasis was diagnosed by clinical
evaluation and parasitological test for TL (Giemsa-stained smears from lesion
fragments and PCR to detect L. braziliensis kDNA) and VL (aspirates from spleen
and/or bone marrow and PCR to detect L. infantum kKDNA). Chagas disease was
diagnosed by hemoculture, Chagatest® recombinant ELISA v.4.0 kit and Chagatest®
hemmaglutination inhibition (Wiener lab., Rosario, Argentina), while malaria was
diagnosed through clinical evaluation and positive parasitological test though
microscopy from Giemsa-stained blood drops. HIV infection was confirmed by clinical
evaluation of the patients, as well as by laboratorial tests comprising CD4+and CD8+T
cell subtypes count, rapid serologic test for detection of anti-HIV IgG antibodies and

evaluation of viral load.

2.5. Serum-based ELISA

Previous titration curves were performed aiming to reach the most appropriate
antigen concentration and sample and conjugate dilutions to be used. Flexible
microtiter immunoassay plates (Cralplast, Sdo Paulo, Brazil) were coated with M1
(0.25ug per well) or individual synthetic peptides (10.0ug per well, each), all diluted in
coating buffer (50 mM carbonate buffer) at pH 9.6 for 16 h at 4-blocked with 250uC.
After, free binding sites were L of PBS (1x) pH 7.4 plus Tween 20 (PBS-T) added with
5 % (w/v) bovine serum albumin for 1 h at 37-C. After washing the plates five times
with PBS-T, wells were incubated with 100 uL of sera samples (1:200 diluted in PBS-
T) for 1 h at 37- C. Plates were washed six times in PBS-T, and incubated with anti-
human IgG horseradish-peroxidase conjugated antibody (1:10,000 diluted in PBS-T;
catalog A18811, Invitrogen, USA) for 1 h at 37-C. Plates were washed six times with
PBS-T, and reactions were developed using TMB (3,3',5,5’; tetra metilbenzidina linear,
Scienco, Brazil) for 7 min and in the dark. Reactions were stopped by adding 50 pL of
2NH2S04, and the optical density (OD) values were measured in an ELISA microplate
reader (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada), at 450 nm. Samples were
used on the same day with the same reagents to reduce experimental interference
between the results obtained. A Bland-Altman plot analysis also showed that
differences in the OD values between the duplicates did not increase with the variation

of their results. Two different ELISA procedures were carried out, using the same sera
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samples in two independent experiments (data not shown).

2.6. Urine-based ELISA

Titration curves were also performed to determine the most appropriate antigen
concentration and sample and conjugate dilutions to be used. Microtiter immunoassay
plates (Thermo Fisher, Sdo Paulo, Brazil) were then coated with M1 (1.0 p peptides
(20.0 for 16 h at 4pg per well) or individual synthetic g per well, each), all diluted in
coating buffer at pH 9.6-C. After, free binding sites were blocked with 250uL of PBS-T
added with 5 % (w/v) bovine serum albumin for 1 h at 37 u-C. After, plates were washed
five times with PBS-T and wells were incubated with 100L undiluted urine for 1 h at
37°C. Plates were washed six times in PBS-T and incubated with anti-human 1gG
horseradish-peroxidase conjugated antibody (1:1000 diluted in PBS-T; catalog
A18811, Invitrogen, USA) for 1 h at 37-C. Plates were washed six times with PBS-T
and reactions were developed using TMB for 7 min and in the dark. Reactions were
stopped after addition of 50uL of 2NH2S04, and the OD values were measured in an
ELISA microplate reader, at 450 nm. Samples were used on the same day with the
same reagents to reduce experimental interference between the results obtained. In
addition, a Bland-Altman plot analysis was also performed, as well as two ELISA

procedures using the same samples in independent experiments (data not shown).

2.7. Statistical analysis

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) spreadsheets and
analyzed with GraphPad Prism version 10.0.2 for Windows (GraphPad Software,
USA). The cut-off values were established by constructing Receiver Operating
Characteristic (ROC) curves. The diagnostic performance of M1 antigen was evaluated
by calculating: sensitivity (Se), specificity (Sp), positive predictive value (PPV),
negative predictive value (NPV), and 95% confidence interval (95%CI). One-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnett post-test were used to for
multiple comparisons between groups (P < 0.05). Agreement beyond chance was
assessed using the Kappa coefficient and interpreted according to the following scale:
0.00 to 0.20 (negligible), 0.21 to 0.40 (weak), 0.41 to 0.60 (moderate), 0.61 to 0.80
(good), and 0.81 to 1.00 (excellent) (Cohen, 1968).
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3. Results

3.1. Reactivity of the synthetic peptides against patient urine samples

Initially, we performed an ELISA experiment to evaluate if the synthetic peptides
representing the chimeric protein could be reactive against both PB and MB patient
urine samples, as well as from their household contacts and healthy subjects. We used
15 urine samples from each subject and patient, and found that MB patients presented
high reactivity against the synthetic peptides, when compared to the other groups (Fig.
1).
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Fig. 1.Urine-based ELISA using the synthetic peptides. ELISA experiments were
performed using the individual synthetic peptides, which were reacted against urine
samples from healthy subjects (HC; n =15), as well as from patients with paucibacillary
(PB; n =15) and multibacillary (MB; n =15) leprosy, and their household contactants
(PBC and MBC, respectively; n =15 each). The individual optical density (OD) values
are shown for each antigen: Peptide 1 (A), Peptide 2 (B), Peptide 3 (C) and Peptide 4
(D). The dotted lines indicate the cut-off values, which were calculated by the mean
absorbance from healthy subjects group plus three-times the standard deviation. P
values were calculated and differences are indicated.
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Otherwise, PB patient samples showed lower antibody reactivity, although the
OD values have been higher in comparison to those found in their contactants and
healthy subjects. ROC curves were calculated with the OD data, and sensitivity values
to differentiate leprosy patients from the others were of 93.8 %, 33.4 %, 82.6 %, and
94.5 %, when Peptide 1, Peptide 2, Peptide 3 and Peptide 4 were used, respectively;
while specificity was of 57.6 %, 41; 2 %, 56.7 %, and 64.4 %, respectively (Table 1).

Table 1.Diagnostic evaluation of the synthetic peptides against patient urine and
serum samples. Experiments were developed using the synthetic peptides against
paired urine and serum samples from healthy subjects (n =15), as well as of patients
with paucibacillary (n =15) and multibacillary (n =15) leprosy, and their household
contactants (n =15, each case). The individual optical (OD) values were obtained and
used to calculate the Receiver Operator Characteristic (ROC) curves. The diagnostic
evaluation of the peptides was evaluated through: sensitivity (Se), specificity (Sp),
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), confidence interval
(CI95 %), Kappa coefficient, and Youden index (Y).

Antigens Fisher's test Se 95%(Cl Sp CI95 % PPV CI95 % NPV CI95 % Kappa Y

Peptide 1 0.001 93.8 72.6-98.7 57.6 41.2-71.5 51.5 33.15-66.85 96.6 79.2-99.3 0.58 0,53
Peptide 2 0.05 334 22.5-48.8 41.2 26.5-59.7 487 33.8-64.6 86.5 77.8-98.7 0.44 0,39
Peptide 3 0.003 82.6 65.4-91.2 26.7 39.6-72.3 533 36.14-69.77 86.6 68.5-92.3 0.50 0.48
Peptide 4 0.0001 94.5 77.6-99.5 64.4 47.6-79.5 63,33 45.51-78.13 96.2 79.2-99.3 0.67 0.58

3.2. Serological evaluation from M1 protein for the diagnosis of leprosy

We recently showed some promising results using M1 protein for the
serodiagnosis of both PB and MB leprosy (Assis et al.,2024). In the present work, we
used patient urine and serum samples to validate the diagnostic efficacy of this
chimeric antigen, as well as by possibility to use urine as an alternative biological
analyte to diagnose leprosy. Paired 310 samples were evaluated in ELISA
experiments, and results obtained through a serum-based ELISA showed that all PB
and MB sera samples reacted against M1 presented OD values above of the cut-off,

suggesting a positive diagnostic role for this antigen (Fig. 2).
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Figure 2 - Serum-based ELISA using M1 protein for the diagnosis of leprosy.
ELISA experiments were performed using the M1 protein, which was reacted against
sera samples from healthy subjects (HC; n =55), as well as of patients with
paucibacillary (PB; n =25) and multibacillary (MB; n =35) leprosy, and their household
contacts (PBC and MBC, n =30 and n =35, respectively). In addition, samples from
patients with visceral (VL; n =30) and tegumentary (TL; n =35) leishmaniasis, Chagas
disease (CD; n =35), malaria (MAL; n =10) and HIV-infected (HIV; n =20) were used.
The individual optical density (OD) values are shown, as well as the dotted line that
indicate the cut-off value, which was calculated by the mean absorbance obtained from
healthy subjects group plus three-times the standard deviation. P values were
calculated and differences are shown.

Evaluating the other groups, some serum samples collected from MB contacts
showed also high reactivity against M1, suggesting the occurrence of false-positive
result or by initial development of a subclinical infection in these individuals. With the
individual OD values, ROC curves were constructed, and sensitivity and specificity
values to discriminate between PB and MB leprosy patients from healthy subjects and
cross-reactive diseases (CRD group) patients were both 100 %; while values of 94.2
% and 100 % were obtained to discriminate between leprosy patients and their
contactants, respectively (Table 2). The PPV and NPV values to discriminate between
PB and MB leprosy patients from healthy subjects and CRD patients were both of 100
%, while the values to discriminate between leprosy patients from their contactants

were of 100 % and 93.3 %, respectively.
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Table 2 - Diagnostic performance of the M1 protein against patient serum
samples. Sera samples were collected from healthy subjects (HC group; n =55), and
from patients with paucibacillary (PB; n =25) and multibacillary (MB; n =35) leprosy,
which composed the leprosy (LEP) group. Samples from their household contacts
(PBC and MBC, n =30 and n =35, respectively) were also used in reaction against M1
protein. A group composed by cross-reactive diseases (CRD group) was based on
serum samples of patients with visceral (VL; n =30) and tegumentary (TL; n =35)
leishmaniasis, Chagas disease (CD; n =35), malaria (MAL; n =10) and HIV-infected
(HIV; n =20). The individual optical (OD) values were obtained and used to calculate
Receiver Operator Characteristic (ROC) curves, which determined: sensitivity (Se),
specificity (Sp), positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV),
confidence interval (CI95 %), Kappa coefficient, and Youden index (Y). Ab breviations:
LEP: leprosy; HC: healthy controls; CRD: cross-reactive diseases.

NP Kapp
Giroups Fisher'stest Se  93%CT  §p CI95% PPV CI95% Vo CI95% 8 Y
LEP x Healthy ~ <0.0001 100 944-100 100  93.5-100 100 944100 100 935100 10O LD
LEP x Contacis ~ «<0.0001 942 R6.0-977 100  936-100 100  944-100 933 841974 09 0982
LEP x CRD <0.0001 100 944-100 100 96.1-100 100  944-100 100 986.11-100 1.0 10

3.3. Urine-based ELISA using M1 protein for the diagnosis of leprosy

We tested patient urine against M1 protein in ELISA experiments, and results
showed that all samples from both PB and MB leprosy patients showed individual OD
values above the cut-off, suggesting also a promising diagnostic role of this protein to
diagnose leprosy by patient urine (Fig. 3). Similarly to found when patient serum was
used; some urine samples of MB contactants presented also high reactivity against
M1, suggesting either the occurrence of false-positive result or a subclinical infection.
With the individual OD values, ROC curves were constructed and used to evaluate the
diagnostic performance of M1 using patient urine. Results showed both 100 %
sensitivity and specificity to discriminate between PB and MB leprosy patients from
healthy subjects and CRD patients; while they were of 97.0 % and 100 %, respectively,
to discriminate between leprosy patients from their contactants (Table 3). The PPV and
NPV values to differentiate between leprosy patients from healthy subjects and CRD
patients were both of 100 %; while these calculated to differentiate leprosy patients

from their contactants were of 100 % and 96.7 %, respectively.
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Fig. 3. Reactivity of M1 protein against patient urine samples.ELISA experiments
were performed using the M1 antigen, which was reacted against urine samples from
healthy subjects (HC; n =55), as well as of patients with paucibacillary (PB; n =25) and
multibacillary (MB; n =35) leprosy, and their household contacts (PBC and MBC, n =30
and n =35, respectively).In addition, urine samples collected from patients with visceral
(VL; n =30) and tegumentary (TL; n =35) leishmaniasis, Chagas disease (CD; n =35),
malaria (MAL; n =10) and HIV-infected (HIV; n =20) were used. The individual optical
density (OD) values are shown, as well as the dotted line that indicate the cut-off value,
which was calculated by the mean absorbance obtained from healthy subjects group
plus three-times the standard deviation. P values were calculated and differences are
shown.

Table 3 Diagnostic assay using M1 antigen against patient urine samples. Urine
samples were collected from healthy subjects (HC group; n =55), and from patients
with paucibacillary (PB; n =25) and multibacillary (MB; n =35) leprosy, which composed
the leprosy (LEP) group. Samples from their household contacts (PBC and MBC, n
=30 and n =35, respectively) were also used in reaction against M1 protein. A group
composed by cross-reactive diseases (CRD group) was based on serum samples of
patients with visceral (VL; n =30) and tegumentary (TL; n =35)leishmaniasis, Chagas
disease (CD; n =35), malaria (MAL; n =10) and HIV-infected (HIV; n =20). The
individual optical (OD) values were obtained and used to calculate Receiver Operator
Characteristic (ROC) curves, which determined: sensitivity (Se), specificity (Sp),
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), confidence interval
(CI95 %), Kappa coefficient, and Youden index (Y). Abbreviations: LEP: leprosy; HC:
healthy controls; CRD: cross-reactive diseases.

NP Kapp
Giroups Fisher'stest  Se  93%CT Sp C195% PPV C195% v C195% a Y
LEP x Healthy ~ <0.0001 100 944-100 100  93.5-100 100  944-100 100 935-100 L0 L0
LEP x Contacts ~ <0.000L  97.0 29.3-99.5 100  938-100 100  944-100 967 88.6-994 09 098
LEP x CRD <0.0001 100 94.4-100 100 96.1-100 100 944-100 100 96.11-100 1.0 10




65

4. Discussion

The diagnosis of leprosy is based on the clinical examination, which requires
medical expertise and through laboratorial tests that present variable sensitivity and/or
specificity (Maymone et al., 2020). Such conditions hamper an early and precise
diagnosis of the disease, making difficult to a rapid and effective treatment, as well as
to the interruption of transmition chain between patients and their contacts (Aamir et
al., 2018). For the serological diagnosis, Myco bacterium proteins have been tested in
a recombinant format, such as phenolic glycolipid | (Carvalho et al., 2015),
disaccharide linked to human serum albumin via an octyl (NDO-HSA) disaccharide
linked to human serum albumin via an octyl (NDO-HSA) (Marcal et al., 2018), leprosy
IDRI diagnostic-1 (LID-1) (Jian et al., 2020), and natural disaccharide octyl-Leprosy
IDRI diagnostic-1 (NDO-LID) (Leturiondo et al., 2019). These antigens have showed
good diagnostic efficacy for MB leprosy cases; however, patients with PB leprosy have
been less identi fied in the exams and considered as false-negatives (Barbieri et al.,
2019). Regarding the biological sample used, blood has been collected to obtain
serum; however, this procedure requires the presence of trained professionals to
perform the sample collection, besides laboratorial structure to process the material.
In addition, the procedure can cause local pain and is uncomfortable for the most of
the patients (Eamudomkarn et al., 2018; Albuquerque et al., 2023). In this context, the
use of less invasive biological samples, such as urine, could contribute to solve such
problems, and this liquid has been used for the diagnosis of other pathologies (Gong
etal., 2017; Raut et al., 2016; Eyayu et al., 2022; Oelemann et al., 2022). In the present
study, we evaluated a recombinant chimeric protein, which was recently showed to be
antigenic for the diagnosis of leprosy by using patient serum; in urine-based ELISA
experiments for the diagnosis of both PB and MB conditions. Our purpose was to
compare the diagnostic efficacy attributed to the M1 antigen against this biological
analyte, and results showed satisfactory values of sensitivity and specificity;
suggesting then that urine could be also considered as an alternative analyte for the
diagnosis of leprosy, mainly in remote areas with restricted access to health care
and/or with poor laboratorial structure.

Studies have showed the possibility to use urine for the diagnosis of leprosy.
Parkash et al. (2004) searched for the gene codifying a M. leprae 36 kDa protein in
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patient urine through a PCR technique. The authors evaluated 16 samples from
leprosy patients and eight samples from healthy subjects and found a positivity of 40%
for the diagnosis of disease. They concluded their study suggesting that urine-based
PCR could be considered useful for the diagnose of leprosy. Caleffi et al. (2012)
developed a PCR assay to amplify a M. leprae 151-bp fragment using patient urine.
Seventy-three samples from leprosy patients and 50 samples from healthy subjects
were evaluated, and results showed a positivity of 75 % for the diagnosis of leprosy,
suggesting then that the method could be considered as alternative to leprosy
diagnose using patient urine. Mayboroda et al. (2016) evaluated if urinary metabolites
derived from M. leprae could be identified and correlated with the occurrence of
disease. They evaluated longitudinally urine-derived profiles, and found urinary
metabolome in patients, but not in endemic controls, suggesting that urine could be
used with such diagnostic purpose. In addition, the authors described that these
metabolic signatures present in the patient urine were different from those found in
urine from healthy subjects; suggesting then their role as prognostic markers to detect
the active disease.

Using urine-based ELISA to diagnose leprosy, only two studies were identified.
Kaldany et al. developed an inhibition ELISA technique to detect the presence of
phenolic glycolipid (PGL-1) in the urine from leprosy patients. The protein was
identified in the most of patients tested, and the authors suggested that this analyte
could be then considered as a simpler and sensitive liquid for the diagnosis of leprosy.
Patil et al.developed an ELISA test to detect M. leprae antigens in urine from leprosy
patients, and found the presence of specific antibodies in the patient urine with 85 %
positivity. The authors concluded their study suggesting that the high positivity for the
detection of M. leprae antigens in leprosy patient’s urine could account for a precise
diagnosis of the disease.

Other diagnostic tools have been also improved for the diagnosis of leprosy.
Pathak et al. developed a well-done multiplex PCR assay employing three different
gene targets, namely RLEP, 16SrRNA and sodA specific to target M. leprae DNA, and
used slit skin scrapings, blood, nasal swab and saliva as biological samples collected
from PB and MB leprosy patients, as well as from their PB household contacts; aiming
to diagnose the disease. The authors found high diagnostic positivity for M. leprae DNA
detection by the technique developed, when compared to data obtained using an

individual PCR assay. They indicated a remarkable increase in the detection of the PB
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cases; suggesting then the utility of multiplex PCR assay as an innovative strategy to
be used for an early diagnosis of the leprosy. In this context, such studies have
improved the quality of detection of infected patients, opening future possibilities to
diagnose so early the disease and allow to a rapid and effective treatment.

Overall, MB leprosy is characterized by high bacillary loads in skin lesions
followed by strong humoral reactivity and specific antibody production, while PB cases
are related to low number of well-bordered skin lesions with low bacillary load, followed
by the presence of less specific antibodies, making these patients more difficult to be
detected in the serological analyses, and they are usually classified as false-negatives
in the trials (Marcal et al., 2018; Maeda et al., 2007). As important as diagnosing and
treating patients with the active disease; the investigation of their household contacts,
when those are infected and can be incubating the disease, is also important (Nicchio
et al.,2016; Carvalho et al., 2017). In this context, the analysis of cellular and humoral
response of family contacts from PB and, mainly, MB leprosy patients, could contribute
to a better understanding of the disease manifestations, which could help for a precise
diagnosis followed by a faster treatment (Gama et al., 2019; Lopes-Luz et al., 2023).

In the present study, we evaluated paired serum and urine samples from
household contacts in both leprosy cases, by using M1 protein as antigen. For PB
contacts cases, low levels of anti-M1 antibodies were found in both patient urine and
serum samples, suggesting that the antigen was effective in discriminate between PB
patients and their non-infected contacts. However, when experiments were performed
with serum and urine samples from MB contacts, results revealed some of these
subjects as presenting OD values above of the cut-off, being they classified as false-
positives in the analysis. However, this fact can also suggest that these individuals are
infected, but they did not present the active disease. The findings described here
should be corroborated with additional evaluations and/or by follow-up of these
individuals for longer period of time, aiming to evaluate if they will or not develop the
active disease.

Limitations of the study include the lack of antibody follow-up in household
contacts, mainly to the subjects that presented high levels of anti-M1 antibodies in
ELISA experiments, when both patient urine and serum samples were used; as well
as the absence of antibody follow-up in patients before and after their treatment, with
the purpose to evaluate if the antigen could present a prognostic role for the disease.

In addition, regarding the low OD values found in the experiments using urine and
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serum samples from PB and MB leprosy patients; actually, we observed that the other
patient and control groups should very low levels of cross-reactive antibodies in the
experiments, in detrimental to the values obtained using leprosy patients’ samples,
which could suggest to a diagnosis of leprosy in our PB and MB patients. The
occurrence of low, but distinct, OD values between patient and control groups have
been described in diagnostic studies for other infectious diseases (Camara et al., 2024;
Assis et al.,, 2024); which could suggest that low, but distinct, levels of specific
antibodies are promising to indicate the detection of the disease in such patients.
However, the use of other diagnostic tools could help to increase such difference in
the detection of specific antibodies, but, for our purpose, the own humoral distinction
between the patient and control classes suggest the effectivity, although preliminary,
of our diagnostic antigen in the ELISA platforms developed. Additionally, additional
studies using other comparative and known diagnostic antigens for the diagnosis of
leprosy, such as NDO-HAS, LID-1, NDO-LID, among others; are required to be
developed to verify the current diagnostic efficacy of M1 protein for leprosy. In this
context, data described here as preliminary and could be considered as a proof-of-
concept of the use of M1 for the diagnosis of PB and MB leprosy.

CRediT authorship contribution statement

Raquel S.B. C* amara: Methodology, Investigation. Isabela A.G. Pereira:
Methodology, Investigation. Geise C. Espindola: Validation, Supervision, Project
administration, Investigation, Conceptualization. Daniela P. Lage: Methodology,
Investigation. Ana L. Silva: Methodology, Investigation. Camila S. Freitas:
Methodology, Investigation. B" arbara P.N. Assis: Validation, Investigation,
Conceptualization. Lais V.A. Corr” ea: Methodology, Formal analysis, Data curation.
Ricardo L. F. Moreira: Investigation, Data curation, Conceptualization. Sandra Lyon:
Investigation, Data curation, Conceptualization. Rozana C. Silva: Methodology, Data
curation, Conceptualization. Tiago S. Barros: Validation, Methodology. Ana Laura G.
de Oliveira: Methodology, Investigation, Conceptualization. Fernanda Ludolf:
Methodology, Formal analysis. Miguel A. Ch’avez-Fumagalli: Writing — original draft,
Software, Data curation. Myron Christodoulides: Writing — original draft, Resources,
Project administration, Conceptualization. Ricardo A.

Machado-de-" Avila: Writing — original draft, Methodology, Conceptualization.

Unai Tupinamb’as: Supervision, Investigation, Formal analysis, Data curation. Denise



69

U. Gongalves: Formal analysis, Data curation, Conceptualization. Manoel O. da Costa
Rocha: Writing — original draft, Visualization, Project administration, Methodology,
Conceptualization. Eduardo A.F. Coelho: Writing — original draft, Supervision,
Resources, Formal analysis, Conceptualization. Ana T. Chaves: Writing — original

draft, Validation, Supervision, Conceptualization.

Declaration of interest statement
The authors declare that no commercial or financial conflict of interest exist.

Acknowledgments

The authors would like to thank the Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais,
Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. This work was
supported by grants APQ-02167-21 and RED-0067-23 (Rede Mineira de
Imunobioldgicos) from the Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG), as well the grant 402417/2023-2 from the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq). The authors also thank the
Brazilian agencies Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), FAPEMIG and CNPq for the scholarships.

References

Aamir M, Sadaf A, Khan S, Perveen S, Khan A. Recent Advancement in
the Diagnosis and Treatment of Leprosy. Curr Top Med Chem. 2018;18(18):1550-
1558.

Albuquerque LWN, Ferreira SCA, Thomaz Dos Santos Varjao M, da Silva AE, Duarte
AWF, Silva GT, Alexandre-Moreira MS, de Queiroz AC. New immunodiagnostic
methods for human tequmentary leishmaniasis in the last 10 years: Technological
prospecting. Acta Trop. 2023 Jun;242:106903

Andama A, Whitman GR, Crowder R, Reza TF, Jaganath D, Mulondo J, Nalugwa TK,
Semitala FC, Worodria W, Cook C, Wood RC, Weigel KM, Olson AM, Lohmiller
Shaw J, Kato-Maeda M, Denkinger CM, Nahid P, Cangelosi GA, Cattamanchi
A.Accuracy of Tongue Swab Testing Using Xpert MTB-RIF Ultra for
Tuberculosis Diagnosis. J Clin Microbiol. 2022 Jul 20;60(7):e0042122.

Assis BPN, Chaves AT, Lage DP, Cardoso MM, Pereira IAG, Camara RSB, Freitas
CS, Martins VT, Ludolf F, de Oliveira ALG, Oliveira-da-Silva JA, Tavares GSV,
Galdino AS, Chavez-Fumagalli MA, Machado-de-Avila RA, Christodoulides M,
Goncalves DU, Bueno LL, Fujiwara RT, Coelho EAF, da Costa Rocha MO. A
recombinant chimeric _antigen constructed with B-cell epitopes from



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36967062/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36967062/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36967062/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38718661/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38718661/

70

Mycobacterium leprae hypothetical proteins is effective for the diagnosis
of leprosy. Diagn Microbiol Infect Dis. 2024 Jul;109(3):116338.

Barbieri RR, Manta FSN, Moreira SJM, Sales AM, Nery JAC, Nascimento LPR, Hacker
MA, Pacheco AG, Machado AM, Sarno EM, Moraes MO. Quantitative polymerase
chain reaction in paucibacillary leprosy diagnosis: A follow-up study. PLoS Negl
Trop Dis. 2019 Mar 5;13(3):e0007147.
Chen KH, Lin CY, Su SB, Chen KT. Leprosy:
A Review of Epidemiology, Clinical Diagnosis, and Management. J Trop Med.
2022 Jul 4;2022:8652062.

Caleffi KR, Hirata RD, Hirata MH, Caleffi ER, Siqueira VL, Cardoso RF. Use of the
polymerase chain reaction to detect Mycobacterium leprae in urine. Braz J Med
Biol Res. 2012 Feb;45(2):153-7.

Camara RSB, Pereira IAG, Lage DP, Vale DL, Ludolf F, Galvani NC, Freitas CS,
Oliveira-da-Silva JA, Assis BPN, Chaves AT, Giusta MS, Tavares GSV, Pereira
CN, Galdino AS, Tupinambas U, Chavez-Fumagalli MA, Pascoal VPM, Eller MTC,
da Costa Rocha MO, Christodoulides M, Machado-de-Avila RA, Gongalves DU,
Coelho EAF. Comparison of urine and serum IgG detection ELISA for tegumentary
leishmaniasis diagnosis and prognosis. Immunobiology. 2024a  Sep
17;229(6):152853.

Camara RSB, Pereira IAG, Lage DP, Vale DL, Ludolf F, Cardoso MM, Freitas CS,
Oliveira-da-Silva JA, Assis BPN, Chaves AT, Pimenta BL, Silva MGP, Tavares
GSV, Galdino AS, Tupinambas U, Chavez-Fumagalli MA, Pascoal VPM, Eller
MTC, Rocha MODC, Machado-de-Avila RA, Gongalves DU, Coelho EAF. Non-
invasive _urine-based ELISA using a recombinant Leishmania  protein
to diagnose tegumentary leishmaniasis. Acta Trop. 2024b Oct;258:107326.

Carvalho AP, da Conceicdo Oliveira Coelho Fabri A, Corréa Oliveira R, Lana FC.
Factors associated with anti-phenolic glycolipid-l seropositivity among the
household contacts of leprosy cases. BMC Infect Dis. 2015 May 30;15:219.

Carvalho APM, Coelho ADCO, Correa-Oliveira R, Lana FCF. Specific
antigen serologic tests in leprosy: implications for epidemiological surveillance
of leprosy cases and household contacts. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2017
Sep;112(9):609-616.

Chen KH, Lin CY, Su SB, Chen KT. Leprosy: A Review of Epidemiology, Clinical
Diagnosis, and Management. J Trop Med. 2022 Jul 4;2022:8652062.

Eamudomkarn C, Sithithaworn P, Kamamia C, Yakovleva A, Sithithaworn J, Kaewkes
S, Techasen A, Loilome W, Yongvanit P, Wangboon C, Saichua P, Itoh M, M
Bethony J. Diagnostic performance of urinary 1gG antibody detection: A novel
approach for population screening of strongyloidiasis. PLoS One. 2018 Jul
9;13(7):e0192598.

Eyayu T, Yasin M, Workineh L, Tiruneh T, Andualem H, Sema M, Damtie S, Abebaw
A, Getie B, Andargie D, Achaw B, Taklual W. Evaluation of urine sample
for diagnosis of visceral leishmaniasis using rK-39 immunochromatographic test
in Northwest Ethiopia. PLoS One. 2022 Feb 7;17(2):e0263696.

Gama RS, Souza MLM, Sarno EN, Moraes MO, Goncalves A, Stefani MMA, Garcia
RMG, Fraga LAO. A novel integrated molecular and serological analysis method
to predict new cases of leprosy amongst household contacts. PLoS Negl Trop Dis.
2019 Jun 10;13(6):e0007400.

Ghosh P, Bhaskar KR, Hossain F, Khan MA, Vallur AC, Duthie MS, Hamano S, Salam
MA, Huda MM, Khan MG, Coler RN, Reed SG, Mondal D. Evaluation of diagnostic
performance of rK28 ELISA using urine for diagnosis of visceral leishmaniasis.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38718661/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38718661/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30835722/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30835722/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35832335/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35832335/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22286535/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22286535/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39029609/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39029609/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39029609/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29985913/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29985913/

71

Parasit Vectors. 2016 Jul 4;9(1):383.

Gong Y, Li Q, Yuan Y. Accuracy of testing for anti-Helicobacter pylori IgG in urine for
H. pylori infection diagnosis: a systematic review and meta-analysis. BMJ Open.
2017 Apr 28;7(4):e013248.

Han XY, Sizer KC, Velarde-Félix JS, Frias-Castro LO, Vargas-Ocampo F.
The leprosy agents Mycobacterium lepromatosis and Mycobacterium leprae in
Mexico. Int J Dermatol. 2012 Aug;51(8):952-9.

Jian L, Xiujian S, Yuangang Y, Yan X, Lianchao Y, Duthie MS, Yan W. Evaluation of
antibody detection against the NDO-BSA, LID-1 and NDO-LID antigens as
confirmatory tests to support the diagnosis of leprosy in_Yunnan province,
southwest China. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2020.

Kaldany RR, Maasho K, Ohman R, Reitz-Vick D, Britton S, Lefford MJ. Methods for
the detection of a specific Mycobacterium leprae antigen in
the urine of leprosy patients. Scand J Immunol. 1987 Jan;25(1):37-43.

Lei JH, Guan F, Xu H, Chen L, Su BT, Zhou Y, Wang T, Li YL, Liu WQ. Application of
an immunomagnetic bead ELISA based on IgY for detection of circulating antigen
in urine of mice infected with Schistosoma japonicum. Vet Parasitol. 2012 Jun
8;187(1-2):196-202.

Leturiondo AL, Noronha AB, do Nascimento MOO, Ferreira CO, Rodrigues FDC,
Moraes MO, Talhari C. Performance of serological tests PGL1 and NDO-LID in the
diagnosis of leprosy in a reference Center in Brazil. BMC Infect Dis. 2019 Jan
7;19(1):22.

Lopes-Luz L, Saavedra DP, Fogaca MBT, Buhrer-Sékula S, Stefani MMA. Challenges
and advances in serological and molecular tests to aid leprosy diagnosis. Exp Biol
Med (Maywood). 2023 Nov;248(22):2083-2094.

Marcal PHF, Fraga LAO, Mattos AMM, Menegati L, Coelho ADCO, Pinheiro RO, Sarno
EN, Duthie MS, Teixeira HC. Utility of immunoglobulin isotypes against LID-1 and
NDO-LID for, particularly 1gG1, confirming the diagnosis of multibacillary leprosy.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2018;113(5):e170467.

Martinez AN, Talhari C, Moraes MO, Talhari S. PCR-
based techniques for leprosy diagnosis: from the laboratory to the clinic. PLoS
Negl Trop Dis. 2014 Apr 10;8(4):e2655.

Mayboroda OA, van Hooij A, Derks R, van den Eeden SJ, Dijkman K, Khadge S, Thapa
P, Kunwar CB, Hagge DA, Geluk A. Exploratory urinary metabolomics of type 1
leprosy reactions. Int J Infect Dis. 2016 Apr;45:46-52.

Maymone MBC, Laughter M, Venkatesh S, Dacso MM, Rao PN, Stryjewska BM, Hugh
J, Dellavalle RP, Dunnick CA. Leprosy: Clinical aspects and diagnostic techniques.
J Am Acad Dermatol. 2020 Jul;83(1):1-14.

Meng Y, Lou H, Wang Y, Wang C, Zhang L. The use of specific immunoglobulin E
in nasal secretions for the diagnosis of allergic rhinitis. Laryngoscope. 2018
Sep;128(9):E311-E315.

Mungroo MR, Khan NA, Siddiqui R. Mycobacterium leprae: Pathogenesis, diagnosis,
and treatment options. Microb Pathog. 2020 Dec;149:104475.

Nicchio MV, Araujo S, Martins LC, Pinheiro AV, Pereira DC, Borges A, Antunes DE,
Barreto JG, Goulart IM. Spatial and temporal epidemiology of Mycobacterium
leprae infection among leprosy patients and household contacts of an endemic
region in Southeast Brazil. Acta Trop. 2016 Nov;163:38-45.

Oelemann WM, Lowndes CM, Verissimo Da Costa GC, Morgado MG, Castello-Branco
LR, Grinsztejn B, Alary M, Bastos FIl. Diagnostic detection of human
immunodeficiency virus type 1 antibodies in urine: a brazilian study. J Clin



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22788812/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22788812/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31667502/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31667502/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31667502/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31667502/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30616580/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30616580/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38059475/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38059475/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29513821/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29513821/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11880409/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11880409/

72

Microbiol. 2002 Mar;40(3):881-5.

Parkash O, Singh HB, Rai S, Pandey A, Katoch VM, Girdhar BK. Detection of
Mycobacterium leprae DNA for 36kDa protein in urine from leprosy patients: a
preliminary report. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2004 Sep-Oct;46(5):275-7.

Patil SA, Katoch K, Sengupta U. A method for the detection of M. leprae antigens
in urine of leprosy patients by gel diffusion and gel electrophoretic techniques and
significance in diagnosis. Acta Leprol. 1991;7(5):403-7.

Raut CG, Hanumaiah H, Raut WC. Utilization and Assessment of Throat Swab
and Urine Specimens for Diagnosis of Chikungunya Virus Infection. Methods Mol
Biol. 2016;1426:75-83.

Samad MS, Itoh M, Moji K, Hossain M, Mondal D, Alam MS, Kimura E. Enzyme-linked
immunosorbent assay for the diagnosis of Wuchereria bancrofti infection
using urine samples and its application in Bangladesh. Parasitol Int. 2013
Dec;62(6):564-7.

Scussel R, Feuser PE, Luiz GP, Galvani NC, Fagundes Mi, Goncalves Dal-B6 A,
Hermes de Araujo PH, Coelho EAF, Chavez-Olortegui C, Machado-de-Avila RA.
Peptide-Integrated Superparamagnetic Nanoparticles for the Identification of
Epitopes from SARS-CoV-2 Spike and Nucleocapsid Proteins. ACS Appl Nano
Mater. 2022 Jan 28;5(1):642-653.

Sereno D, Akhoundi M, Sayehmri K, Mirzaei A, Holzmuller P, Lejon V, Waleckx E.
Noninvasive Biological Samples to Detect and Diagnose Infections due to
Trypanosomatidae Parasites: A Systematic Review and Meta-Analysis. Int J Mol
Sci. 2020 Feb 29;21(5):1684.

Sugawara-Mikami M, Tanigawa K, Kawashima A, Kiriya M, Nakamura Y, Fujiwara Y,
Suzuki K. Pathogenicity and virulence of Mycobacterium leprae. Virulence. 2022
Dec;13(1):1985-2011.

World Health Organization. Global leprosy (Hansen disease) update, 2022: new
paradigm - control to elimination. Weekly Epidemiological Report, v. 98, n. 37, p.
409-30, 2023.

Zhang CZ, Cheng XQ, Li JY, Zhang P, Yi P, Xu X, Zhou XD. Salivain
the diagnosis of diseases. Int J Oral Sci. 2016 Sep 29;8(3):133-7.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23988626/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23988626/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23988626/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35098045/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35098045/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36326715/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27585820/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27585820/

73

6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo apontou avancgos na busca por métodos diagndsticos eficientes e
menos invasivos para a hanseniase. Assim, a imunodeteccdo de anticorpos
especificos para a doenca, realizada por meio do uso da proteina M1, mostrou-se
eficaz com o uso da urina, destacando seu potencial como abordagem diagnéstica
inovadora. O uso dos peptideos sintéticos, contra um painel menor de amostras de
soro e urina, possibilitou verificar a viabilidade da quimera M1. Apos avaliacdo dos
resultados preliminares foi possivel considerar a viabilidade do uso da quimera no
diagndstico da doenca por meio dos ensios de ELISA.

No soro, valores de sensibilidade e especificidade para diferenciar os
pacientes com hanseniase dos individuos saudaveis e pacientes com doencas de
reagdo cruzada foram de 100%. A sensibilidade e especificidade para diferenciar
pacientes com hanseniase de seus contatos foi de 94,2% e 100%, respectivamente.
Os valores de VPP e VPN para diferenciar pacientes com hanseniase de individuos
saudaveis e pacientes com outras doencas foram de 100%, enquanto aqueles
calculados para diferenciar pacientes com hanseniase de seus contatos foram de
100% e 93,3%, respectivamente. Na urina, os valores de sensibilidade e
especificidade para diferenciar pacientes com hanseniase de individuos saudaveis e
pacientes com outras infecciosas foram de 100%.

Na urina, os valores de sensibilidade e especificidade utilizados para
diferenciar pacientes com hanseniase de seus contatos foram de 97,0% e 100%,
respectivamente. Os valores de VPP e VPN para diferenciar pacientes com
hanseniase de individuos saudaveis e pacientes com outras doencas infecciosas
foram ambos de 100%, enquanto aqueles calculados para diferenciar pacientes com
hanseniase de seus contatos foram de 100% e 96,7%, respectivamente.

O estudo apresenta limitacbes, como o baixo numero de amostras utilizado,
a auséncia de acompanhamento dos contatos domiciliares para verificar se 0s
mesmos desenvolveriam ou ndo a doenca, uma vez que 0S mesmos podem
apresentar baixos niveis de anticorpos anti-M1 e eventualmente desenvolver a
doenca. Inclue-se também como limitagdo a auséncia de ensaios usando amostras
de urina e soro coletadas antes e ap0s o tratamento para avaliar seguimento dos

individuos.. Neste contexto, os dados apresentados devem ser considerados
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preliminares e uma prova-de-conceito do potencial uso do antigeno M1 para

diagnosticar a hanseniase usando urina e soro dos pacientes.
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7 CONCLUSAO

A andlise da urina como amostra biologica revelou resultados promissores,
posicionando-a como uma alternativa viavel e pratica em comparacdo a coleta
convencional de soro. A elevada sensibilidade e especificidade observadas nesses
resultados preliminares indicam que este método pode ser util para diagnéstico em
areas endémicas com pouca disponibilidade de exames convencionais e na avaliacdo
e monitoramento de contatos, especialmente, multibacilares. Diante do exposto, faz-
se necessério novos estudos e experimentos que possam replicar e expandir 0s

experimentos realizados e consolidar os achados encontrados.



PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, propde-se:

Testar maior numero de casos PB e MB e contatos das diferentes formas
clinicas, além de incluir pacientes provenientes de outras regides
geograficas.

Ampliar a testagem de pacientes com outras doencas infecciosas, em
especial com tuberculose e outras micobacterioses.

Utilizar a quimera M1 no acompanhamento longitudinal dos contatos
intradomiciliares de hanseniase para verificar se contactantes positivos
apresentam maior risco de adoecer do que 0s soronegativos mantendo
andlise na urina.

Incluir estudos de pacientes com alteracdo renal comparado com
pacientes sem quaisquer alteracdes renais e urinarias para verificar
possiveis diferencas ou nao.

Incorporar a quimera M1 em fitas de diagnéstico rapido e fazer a
testagem em areas endémicas desprovidas de maiores recursos

financeiros e de Saude Publica.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA
PARTICIPACAO EM PROJETO DE PESQUISA PARA PACIENTES

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliagdo da
antigenicidade proteina quimérica recombinante utilizando urina e soro para o diagndstico laboratorial
da hanseniase”. Pedimos a sua autorizagao para a coleta, o depésito, o armazenamento, a utilizagao
e descarte do material biolégico humano, soro e urina. A utilizacdo do seu material biol6gico esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. O estudo é
sobre hanseniase e sera desenvolvida por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e do Hospital Eduardo de Menezes da Fundagéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais. Antes
de aceitar participar desta pesquisa, € necessério que vocé leia e compreenda as explicagdes sobre 0s
procedimentos que estamos propondo. Este Termo de Consentimento descreve o objetivo, os
procedimentos, os beneficios, 0s riscos e possiveis desconfortos que este estudo possa vir a causar.
Por isso, leia as informag8es com bastante atengéo e fique a vontade para esclarecer todas as suas

duvidas.

Esta pesquisa tem como objetivo desenvolver um exame laboratorial que seja capazde diagnosticar a
hanseniase através da andlise do soro e da urina. A pesquisa sera desenvolvida Hospital Eduardo de
Menezes da Fundacao Hospitalardo Estado de Minas Gerais, onde vocé sera acompanhado e tratado
para hanseniase.Para a confirmacédo do diagnoéstico, vocé serd submetido ao exame fisico, bidpsia
delesédo de pele e coleta de raspado da pele para baciloscopia. Esses exames fazem parte da rotina
de atendimento dos pacientes com hanseniase e serdo realizados emtodos os pacientes do Hospital
Eduardo de Menezes, independentemente da participacdo ou ndo neste projeto de pesquisa. Isso se
deve a importancia dos exames para o diagnéstico, na correta classificagdo da doenca e na escolha

do melhor tratamento.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera necessaria a coleta de uma amostra de seu sangue por
punc¢do venosa e a amostra de urina. Serd colhido 15 mL de sangue do antebrago por um técnico
treinado do Laboratorio do Hospital Eduardo de Menezes.As amostras de sangue e urina seréo usadas
para realizacdo de testes laboratoriais com o objetivo de desenvolver um exame diagndéstico para
hanseniase que seja rapido, acessivel e capaz de detectar a doenca em sua fase inicial. Todos os
exames.serdo custeados pela equipe da pesquisa. Vocé nao tera nenhuma despesa e nem recebera
pagamento para participar da pesquisa. As amostras de sangue e urina coletadas serdo utilizadas

unicamente para essa pesquisa.

ApOs as coletas, vocé ja iniciard o tratamento para hanseniase. A partir dessa primeira consulta, vocé
serd acompanhado mensalmente por médicos do Hospital Eduardo de Menezes para receber o
tratamento completo, que dura de seis a 12 meses, dependendo do tipo de hanseniase. O tratamento
e acompanhamento mensalfazem parte da rotina de atendimento de todos os pacientes no Hospital

Eduardo de Menezes, independente da participacdo na pesquisa. Portanto, vocé encontra-se livre para
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abandonar a pesquisa a qualquer momento, tendo garantido a continuidade no acompanhamento e

tratamento, sem qualquer prejuizo ao mesmo.

PERMISSAO PARA CONSULTA DE DADOS: Caso vocé aceite o convite paraparticipar da pesquisa,
vocé autorizara a consulta e utilizacdo de dados do seu prontuario médico. Todas as informacdes,
incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do prontudrio e gerados por este

estudo, serdo tratadas demodo confidencial e sigiloso.

RISCOS EM POTENCIAL: A coleta de sangue sera de 15 ml e podera causar dor ou mancha arroxeada
no local da punc¢éo. Para minimizar esses riscos, todos os procedimentos serdo feitos com material
descartavel, apos assepsia adequada, por equipe treinada e em um hospital no qual existe estrutura
adequada para abordagem dos raros casosde intercorréncia com o procedimento. Ressalta-se que as
complicag@es citadas sdoinfrequentes, ndo séo graves e tendem a melhorar espontaneamente. Outros
riscos, como perda do sigilo e da confidencialidade da pesquisa, sdo pequenos, pois serdo utilizadas
medidas de codificacdo das amostras e uso de senhas. Somente os pesquisadores terdo acesso
irrestrito a identificagdo dos participantes. E em caso dedanos provenientes da pesquisa, vocé podera

buscar indenizagéo nos termos da Resolucéo 466/12.

BENEFICIOS: Sua participacdo neste estudo podera contribuir para o desenvolvimento de novos
exames diagnésticos para a hanseniase, o que beneficiaria diversos pacientes. E importante ressaltar
que sua participacdo na pesquisa ndo modificard seu acompanhamento e tratamento no Hospital
Eduardo deMenezes.

CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagfes colhidas no estudo sdo sigilosase vocé ndo sera
identificado em qualquer trabalho que resulte desta pesquisa. Somente os pesquisadores envolvidos
na pesquisa e, se necessario, o Comité de Etica em pesquisa, terdo acesso aos dados confidenciais

que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.

RECUSA E DESISTENCIA: A sua participacdo nesta pesquisa é voluntéria e suarecusa em participar,
ou seu desligamento do estudo, ndo acarretara penalidades ouperda de beneficios aos quais vocé ja
tem direito. Vocé poderd encerrar sua participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para a

continuidade de seu acompanhamento.

Vocé podera refletir sobre a sua participacdo no estudo antes de assinar esse termo.Caso decida
participar, vocé receberd uma via desse termo onde consta o telefone do pesquisador principal. Vocé
podera entrar em contato com 0 pesquisador para esclarecer duvidas sobre o estudo a qualquer
momento. Na sua via, também consta os telefones do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e do

Hospital Eduardo de Menezes, caso surja alguma duvida sobre o estudo.

Liberdade de consentimento: Concordo, voluntariamente, em participar do projetoacima proposto. Li
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este formulario, ou foi lido para mim, e aceito os riscos, os regulamentos e as normas estabelecidas.
Conhecendo essas condigbes e tendo tidoa oportunidade de formular perguntas, que me foram

respondidas satisfatoriamente,consinto em participar.

“’. de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informac8es e modificar minha decisao de participar se assim o desejar.
() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
gue explique para que seré utilizado o material.
Endereco:
Telefone: E-mail:
Local: Data:

Assinatura do Paciente:
Assinatura do Pesquisador:
Para duvidas gerais: devera entrar em contato com o pesquisador. O Comité de Etica podera ser
acionado em caso de surgirem dividas quantos aos procedimentos ETICOS da pesquisa.
Pesquisador responsavel: Eduardo Antonio Ferraz Coelho - Telefone: (31)34099641. E-
mail:eduardoferrazcoelho@yahoo.com.br
Pesquisador responséavel no Hospital Eduardo de Menezes: Ricardo Luiz Fontes Moreira— Infectologista
HEM e Preceptor do Ambulatério de DermatologiaHEM- Telefone: (31) 3328-5057. E-mail:
ricardofontes@yahoo.com
CEP- UFMG: Av. Presidente Antbnio Carlos, 6627, Unidade administrativa Il, sala 2005, BHMG.Cep:
31270-901. Telefone: (31) 3409-4592. E-mail: coep@prpg.ufmg.br Horario deatendimento: 09:00 as
11:00 e 14:00 as 16:00 horas.
CEP- Hospital Eduardo de Menezes: Av. Doutor Cristiano Rezende, 2213, Bonsucesso, BH-MG. Cep:
30622-020. Telefone: (31) 3328-5084. E-mail: hem.cep@fhemig.mg.gov.br
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA
PARTICIPACAO EM PROJETO DE PESQUISA PARA CONTROLES

TITULO DA PESQUISA: Avaliacéo da antigenicidade de proteina quimérica recombinante utilizando
urina e soro para o diagndstico da hanseniase

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliagdo da
antigenicidade de duas proteinas quiméricas recombinantes utilizando urina para o diagnéstico
laboratorial da hanseniase”. Pedimos a sua autorizagao para a coleta, o depdsito, o0 armazenamento,
a utilizacao e descarte do material bioldgico humano, soro e urina. A utilizacdo do seu material biolégico
esta vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. O estudo
€ sobre hanseniase e serd desenvolvida por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e do Hospital Eduardo de Menezes da Fundacéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais. Antes
de aceitar participar desta pesquisa, € necessario que vocé leia e compreenda as explicagdes sobre
0s procedimentos que estamos propondo. Este Termo de Consentimento descreve o0 objetivo, 0s
procedimentos, os beneficios, 0s riscos e possiveis desconfortos que este estudo possa vir a causar.
Por isso, leia as informag¢des com bastante atengéo e fique a vontade para esclarecer todas as suas
davidas.

Esta pesquisa tem como objetivo desenvolver um exame laboratorial que seja capaz de diagnosticar a
hanseniase. Porém, é necesséario a sua contribuicdo para servir como parametro de comparacao
(contatos hanseniase - grupo contatos intradomiciliares hanseniase). Por isso, o seu exame é
importante.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera necessaria a coleta de uma amostra de seu sangue por
puncado venosa e a amostra des urina. Sera colhido 15 mL de sangue do antebrago por um técnico
treinado do Laboratério do Hospital Eduardo de Menezes. As amostras de sangue e urina serdo usadas
para realizacdo de testes laboratoriais. Todosos exames serdo custeados pela equipe da pesquisa.
Vocé ndo terd nenhuma despesae nem recebera pagamento para participar da pesquisa. As amostras

de sangue e urinacoletadas serdo utilizadas unicamente para essa pesquisa.

PERMISSAO PARA CONSULTA DE DADOS: Caso vocé aceite o convite paraparticipar da pesquisa,
vocé autorizara a consulta e utilizacdo de dados do seu prontuario médico. Todas as informacdes,
incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do prontuério e gerados por este

estudo, serdo tratadas demodo confidencial e sigiloso.

RISCOS EM POTENCIAL: A coleta de sangue sera de 15 ml e podera causar dor ou mancha arroxeada
no local da puncgéo. Para minimizar esses riscos, todos os procedimentos serdo feitos com material
descartavel, ap6s assepsia adequada, por equipe treinada e em um hospital no qual existe estrutura
adequada para abordagem dos raros casosde intercorréncia com o procedimento. Ressalta-se que as
complicacg@es citadas saoinfrequentes, ndo sédo graves e tendem a melhorar espontaneamente. Outros
riscos, como perda do sigilo e da confidencialidade da pesquisa, sdo pequenos, pois serdo utilizadas

medidas de codificacdo das amostras e uso de senhas. Somente 0s pesquisadores terdo acesso
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irrestrito a identificacéo dos participantes. E em caso dedanos provenientes da pesquisa, vocé podera

buscar indenizacdo nos termos da Resolucdo 466/12.

BENEFICIOS: Sua participagdo neste estudo podera contribuir para o desenvolvimento de novos
exames diagnosticos, o que beneficiaria diversos pacientes. E importante ressaltar que sua participa¢io

na pesquisa nao modificara sua rotina.

CONFIDENCIALIDADE: Todas as informac8es colhidas no estudo sdo sigilosase vocé nao sera
identificado em qualquer trabalho que resulte desta pesquisa. Somente os pesquisadores envolvidos
na pesquisa e, se necessario, o Comité de Etica em pesquisa, terdo acesso aos dados confidenciais

que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados né&o o identificara.

RECUSA E DESISTENCIA: A sua participagéo nesta pesquisa € voluntéria e sua recusa em participar,
ou seu desligamento do estudo, ndo acarretard penalidades ouperda de beneficios aos quais vocé ja
tem direito. Vocé poderd encerrar sua participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para a
continuidade de seu acompanhamento.

Vocé podera refletir sobre a sua participagdo no estudo antes de assinar esse termo.Caso decida
participar, vocé receberd uma via desse termo onde consta o telefone do pesquisador principal. Vocé
podera entrar em contato com o pesquisador para esclarecer duvidas sobre o estudo a qualquer
momento. Na sua via, também consta os telefones do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e do
Hospital Eduardo de Menezes, caso surja alguma divida sobre o estudo.

Liberdade de consentimento: Concordo, voluntariamente, em participar do projetoacima proposto. Li
este formulario, ou foi lido para mim, e aceito os riscos, 0os regulamentos e as normas estabelecidas.
Conhecendo essas condi¢cbes e tendo tidoa oportunidade de formular perguntas, que me foram
respondidas satisfatoriamente,consinto em participar.

Eu, , portador do documento de Identidade fui

informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa , de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar
minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
que explique para que sera utilizado o material.

Endereco:

Telefone: E-mail:

Local: Data:

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador:

Para dividas gerais: devera entrar em contato com o pesquisador. OComité de Etica podera ser

acionado em caso de surgirem ddvidas quantos aos procedimentos ETICOS da pesquisa.
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Pesquisadorresponsavel: Eduardo Antonio Ferraz Coelho — Telefone: (31)34099641.

E- mail:eduardoferrazcoelho@yahoo.com.br

Pesquisador responséavel no Hospital Eduardo de Menezes: Ricardo Luiz Fontes Moreira— Infectologista
HEM e Preceptor do Ambulatério de DermatologiaHEM- Telefone: (31) 3328-5057. E-mail:
ricardofontes@yahoo.com

CEP- UFMG: Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Unidade administrativa Il, sala 2005, BHMG.Cep:
31270-901. Telefone: (31) 3409-4592. E-mail: coep@prpg.ufmg.br Horario deatendimento: 09:00 as
11:00 e 14:00 as 16:00 horas.

CEP- Hospital Eduardo de Menezes: Av. Doutor Cristiano Rezende, 2213, Bonsucesso.
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ANEXO 1 - PARECER CONSUSBTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ﬂﬁﬁm‘p
MINAS GERAIS

PARECER CONSUBSTANCIADD DD CEP

ADOS DA EMENDA

Trulo da Pesquisa: Avallagio da antigenicidade de uma prodeing quimérica recombinants & seU US0 para o
dagndstico laboratorial da hansenlase

Pesquisador: Manos Otavio da Costa Rocha

Area Tematica:

¥Versao: 5

CAAE: S2TETE21.6.0000.514%

Instituican Proponente: Faculdade de Medlcdna da UFMG

Patrocinador Principal: CONSELHD NACIONAL DE CESENVOLVIMENTD CIENTIFICD E
TECRCLOGEIC OO

Capes Coordenapdo Aper Pessoal Mivel Superon

ADOS DO PARECER

Numero do Pareosr: §.7320076

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se e emenda 30 projeto “Avallagio da antganicicade de WTa profeira quimenca recombinams e seu
1550 para o diagnistics iEoratonal da hanseniase”. O pbiefvo da emenda @ Incur 3 uillzagio de amosiras
biologicas (500, wnina & sallva) em area endémica no Cento de Doengas Respiraiinas IMechoconiagiosas
no Municipio de Januana, Minas Gerals.

D 3CoMo COM 3 hipdiese 005 pesquUISAcoNes, Protednas quImencas recombinamas podem sef LEIzadas no
geservolvimenio de exames somogicos para o diagnastico da hansenlzse. As proteinas quImMEncas
recombirantss COmposias por efiopos especiicos oe células B de probinas do M. Lepm@e podem possur
maior especificdade e senshilkdade para o dagnistico da Infeccio causads pelo M. leprae e eventuaiments
GENET Usadas no prognistico da doenga apds o tratamento da mesma e em Indviduos exposios @0
Mycobactenum.

C:350 06 MREUIAN0E S8/am saflstaltnos, o antigena podera af INcoporade em Miias Imunocomatograncas de
teste rapido & s&f testado em condicles de campo em localdades enddmicas da dosnga.

E prevista a Inclusdo de 268 paticlpaniss |Casos novos de nansaniase com as formas dinlcas |, TT, OT,
DDy, DA & W, com mals de 13 anos 2 que ainda ndo Inletaram o fratamento).

Endoragi:  Ax. Prawdects Antomo Catles, 8537 0 Ander Sala 2008 Campus Pampulle
BaNTT:  UiniSede Sdrminbdnatva || CEP: & P
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ﬂﬁ'ﬂtﬂp
MINAS GERAIS
Costirusclia oo Farems S TERITG

Objetivo da Pesguisa:

O pbjetive principal 4o esiudo & Fvalar a amigenizdade de Wma prising Juimenca recomisinante, composeta
por eniiopos de células B preseriss em proteinas especificas do M. leprae, para o dagndsticen laboratorial
g3 harseniaze.

s objethvos especificos s30;

|. Avallar o pobenclal antipenico & 0 Oesampenhio 0 piodeinas quimeras por meld da tacnica de ELISA,
UtillZando amoEiTas s00D, Unna @ salva de pacienies iim a5 ToTas paud & multibaclar de hansenlase.
IL #Avallar o potencial anbgenich & 0 deEEMpEnnD G35 proteinas quimeras por mell da techica de BLISA,
utilizando amosiras de som, uina & sallva de contatre e padientes com hansenlass

L Axallar o potencial anfgénlco e o desempenno das proteinas quimeras por melo da baonica de ELISA,
utlizando amostras de 5o, unna & sallva de pacientas com d0SNCas QUe podsm CIUSAr I8aca0 chuzada
Mies 2nG3lD6, COMD facenies com doenga de Chagas, |eishmaniose visceral (LW, lelshmanioss teguimsmar
(LT}, paracncodioloomictes, tudenouicss & de padentes Infectados com HIV.

I, Ayalar o gesampenho SNTgEnicD das DIOieinas quimeras em relacao 306 parametns de sensilidase,
especificidade, acuracta, Indice Kappa de condcordanca enbre tesies, comparanda o6 resultados com a
baciicscopla em gualro sitics & com a PCR convencional.

V. Avdlar o desempenho das probelnas quimeras em eagio 3 paRmetos de senslbllidads, especificdads,
valones predliives & acurada

Vi Comparar 3 sensiolidade @ 3 especifioads 435 proteinas quimencss am relacao a0 antigeno PGL-1, 3
6Bl USaild comad contmie labortonal

Avaliacso do= Riscos & Beneficios:

5 Mecos @ beneficios 25130 COMDISns & descrins no projeio da seguinte Soma;

Riscos:

O exame SErmaEineursidgics compiela, 0 exame bacioeoiicD & 0 NSlopalMogico 306 quals 0 C3505 o2
haresen lase serdo submetitos, |a fazem parte da rotna ge diagnistion & ScOmpannamemD detses pacieniss
no Hosolial Eduardo de Menszes. Ponanhd, sera necessana, ge fonra adicional, apenas 3 coiela de som
s contanos Inradomicilares do6 casos Indlces que foremn alendidos no amipulabino serdo submetides 3
gxame clinico para avalar 3 presenca de hansenlase em atividade. Os coniatos que Hverem a dosnga
gescariada & consordarem em paricpar oo estudo, cOmd coninses, serdo submelidss & colela oe sorm.

Eniersgo: Ay, PFrowdecis Anforen Cerkos, BE2T 2° Ande Sels 2005 Campa Pampulha
BSiTD: Unidede Sdrminmmtneti |1 CEP: %) 9Po
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A bidpsla da lesdo 02 pele aDresenta GOMmo MSCas: 000 ND lokal 43 Incsdo, poesinildade de Infacgda
EecUndAna do silo cninglco e eventos adversss reladonacdas 3D usD de anestesicos locals. A coista da
bacloscoota em qualro sitios pode acarmetar dor, desconforto @ sangramentn no local. A coketa de 500 pods
CIUSAr dOr, equimoses ou hematomas no local da pungao. Para minimizar esses rscos, tomos 05
procedimenios serdo feltos com material descartavel, apds assepsla adequada e por equipe Feinada
Ressalta-se que 05 paclenies serdo reciutados em wm hosplital de referéncia no atendimenio da
hanseniase, no qual existe esiniura atequacda para abordagem o005 rEros Cass de IMErCamenda COm s
Procedimentos CRaoos.

Todos o5 pacienies com hansenizss, s2jam e paricipanies oU NE0 00 estd0, BEr30 acompanhados
durarte tado o tempo de Fatamento da doenga pela equipe do Hospital Eduards de Menezes. Of contaios
005 Cas0E Indice ambem 5erd0 acompannados evidd 30 MecD de BesanyDiver 3 hanseniass em alkgum
ICEMETID.

Os resutados da pesquisa serdo publicados Independentemente do desfecho final @ o siglio das
Infomagles dos paclentss serd presenvada em todas a5 fases do estudo.

Benicios:

A hanseniase permanece como um Importants probiema de salde pablica em diversos palses e pods
ACAMetar neuropatia petférica e sequelas neunmitglcas permanantes. Para que o tratamento com POT s=a
eflcaz na prevengio de Ncapacidaces GECOHMENtes da harsen|ase, eie deve ser Insthuldo precocaments, de
Moo 3 Infemomper 3 evolugdo da doenca antes do surgimento de newropatia parffenca. Contudo, o
dlagnisson tardio permanece um séno problema, acametando continuidade na cadela de transmiss4o e
aurmento do risco de Incapacidades. LUm dos principals fatores que contribuem para o atraso diagnistico & a
aUSENCIa 02 UM exame IEDoratoral Com acuracia sUtclente para o dagnostico de hanseniase. O prasanta
estudo poder resuitar no desenvolvimento de um teste laboratorial de fadl execug®o, balxo custo e que
5&ja capaz de detectar 3s fases Iniclals & piigossintomaticas da doenga, 0 que pode contribulr
subsiancialmente para o diagndsiico precoce e 3 prevengdo de Incapacidade.

A proteina quimerica apicada no sorodagndstico da hansenase podera rendear o depdsito de pateme, aém
da confecgdo de trapalhos clentfcoes odginals para sercsm submelidos pama publicagdo em revistas
clentifizas Indexadas Internaclonalmenis. Além disso, os resultados oobidos serdo divulgados em
CONQresS0E clemimons e teenogicos d2 relevancia naconal e Intemasiona por mels de diversos rabalhos
COMPIEIOs & Na Torma de resumcs. O projeto pode Sar consioeRds o2 carmer ransiacional & INovador, uma

VEZ QUS IDCUFaa agregar & Insgrar
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a5 areas joaska @ aplcada; na fomulagao de um feste rapido sensivel 2 especifica.

Comentdrios & Consideragoes sobre a Pesquisac

O deslecho do estudo preve o desenvalvimento de um tesie sorologico s=nslvel @ especiico para o
dlagnasiico fe Nanseniase & 0e Uma plaiaiima de tesie rapido de fadl apilcabllidate na miing dlagndstica
dessa dosnga

Consideragtes sobre os Termos de apresentacao obrigatdnia:

05 1=Mos NECEES3N0E 0MEM apresentados & esta0 08 ACONi0 COM 38 NONTaEs S4Kas VIgenias.

Conclustées ou Pendéncias e Listy de Inadequactes:

Racomendd Sprovaian da emenda

Consideracdes Finais a oriténio do CEP-

Tendo am vista 3 legislagdo vigenie (Resalucdo CMSE L66/12), o CEP-UFMG recomenda aos
PesqUisatones: COMUNIzar 148 & qualgusr alteracio do projeto & o bemo de conssTtimento via emenda na
Plataiomma Brasll, infonmar Imedisiamente QUSqUer eveno aiverso 0CImoo duranie o desenvohvimenio da
pesquisa (via documental encaminhada em paped), apresentar na forma de notificagso relatorios paniais oo
andamenio do mesmo a cada 06 (sels) meses & a0 berminD da pesquisa encaminhar a este Comit® um
SUmAno dos resultados G0 projetn (relamno inal)

Este parecer foa elaborado baseado nos docsmentos abaine relacionados:
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Projeto Detalhado ! | Projeto. pdt 1911232023 | Manoal Ofavioda AmEnD

Brochura 10512 | Cosfa Rocha

|rvesigador

Cronograma CROROGCRAMS, 192 | Manoe] Oiavio da Anaho

a 105 | Cosl@ Rocha

TCLE ! Temmos de | TCLES.docx 1822023 | Manoa] Oiavio da Aneho

Assantimenio S 151543 | Cosia Rocha
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AlEEnta
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TCLE ! Tamics de | TCOLES. docx 186122023 | Manoal Ofavio da AmEnD
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Assantimenio TCLES docx 161512 | Cosia Rocha ADERD
Justitcativa da
ALEENDE
TELE ! Temas de | TULE2 docy Te T2 | Manoe! Ltavio da A0
Assantimeniof 161E5s | Coela Rocha
JUstitcaiva da
|Ausancia
T TEmmE TCLET 0ocx T oy | Manoel Ciavio da TE =]
Assantimenio 160162 | Coela Rocha
Justitcativa da
AlEENHS
ChiiTss PREFEITURA. pdf 1523023 | Manos! Oiavio da Ao
15563 | Cosla Rocha
LHATEDS AR A AL LEF JUSTIFIGATIVA_DE | 16714008 | Manos] Ciavio da ADEND
EMENDA, assinado 2N aEsinado ndl 155546 | Cosla Rocha
DB::IEI?;H}IE CARTAPREFEITO. pa 18123023 | Manoe] Oriavio da ADERD
concordadncia 155240 | Coela Rocha
TS Cal A SEUE s ad o T | Manoel Ciavio da A=
2352 | Coela Rocha
Diad da b 0. 1603202 | Manos] Oiavio da ADEio
Maenal EposRa M2X07 | Costa Rocha
T
BlOr=noahono /
Blobanto
TCLE ! Tesmos de | TCLScominolics pdf 16032022 | Manoe] Oiavio da Apsio
Assantimenio 2136 | Coeta Rocha
Justifcativa da
| Ausencia
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Assantimenio A21.0E | Costa Rocha
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ALEENTE
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10505y | Coela Rocha
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BELD HORLZONTE, 02 de Aol de 2024

Azzinado por:
Corinne Davis Rodrigues
[Coordemadoria) )
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ANEXO 2 — PARECER 2 CONSUSBTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS W
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

OADDE DO FROJETD DE PESQUISA

Tituko da Pesquisa: Avaliagss da andgenicidads de duas proteinas guiméncas recombinanies utilzando
urina para o diagndsico laboratonal da Ferseniase. Fase ||

Pesguisador: EDUARDO ANTONIC FERRAZ COELHD

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: TT302724 3 D000.5143

Instituiglo Proponsarie: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERMS

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARD A FESDANRSA DO ESTADD DE MINAS GERAIS

DADDE OO FARECER
Nimsfo do Fargcer: 6.720.83

Aprosontacdo do Projgeio:

A Frarseniase continig sendo um desalo & populacdio brasiiens. O Brasl, am mdda, egisinam cerom de 30
mil N%oE cCasns pod anDh antes da pandemia, mas a Sociedade Brasikeia do Hansenologia alera que
EEElEm de tnks & CiRcO WeXEs Mals camos sam diagndstico & uma endemia ooula Jalissima; do
hanseniase. Significa que hd mikares 0 pessoas sem inEmenis, sofrendo sequeias QU Sgem oom O
avaron da doerca | oo

poderiam ser eviladas [ & tansmilindo o badls a pessoas sauddveds. O pals vem regisiando um aumenia
oo perreniual 3 pessoas dagnosimadas com grau 2 de ncapackdeds sioa [sepaas intmpadianies | coma
oorsequdncia e diagnisiicos tardios. Alem disso, hd mukos casos diagnoslicedos em clancas, o qua
indica uma ala circulags do bacilo nas comunidades. O dagrdstioo da hansemiase & primondialmerie
dirico, porianto, depende do reconhecimenio de simomas camcherisioes. Forém, alguns Casos S50
desaliadores para s dar um dagndsiico baseado apenas pela dinica. Hd vanos bestes disponiveis,
enretanio, ald O MNTENT0, Rdd Eisem siames laboraoriss e slevada aprdcia para dagrosticar @
harseniase. Potanto, o desemvolvimanio de um ieshe laboratonal de Sl exeoucia, bako ousio & que s&a
capaz de deiecar & fases iniclaks o cigossiniomddcas da doenga pode coninbuir subs@noalments para o
diagnislicn precoid & & prevengao de Frcapacidades. O

estvdo iem comda objebvo avaliar a antigenicidads de duas probeinas guimdricas @m urina @ sofo do
packnies & contaianies de hanseniase. As guimens |& esido dEponivels & loram
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lesiadas previemenie. Dessa fommna, pretendes-se desenvolver um Esie rapido, atessivel & 9 clevada
apracia ullzando orira Do ancsira bioldgica. Duranie a realizaclo deste rabalho, as duas probeines
S2730 1ESidaes Na Urina & N0 20D de- pokendes aoomieiicod. pela doenga & s conlaios iniradomicilanes.
Ainda serdo cHEladas amosiras e pRdieries Com cUlfas doircas relacionadag, Com realss cnaadad
dusorias rea lNerature, com o objelvo de desernolver uma platafomnss o leshe ripde senshal & espacifico
para hanseniase. As amosiras e S000 & unina serdo cohidas no Ambdaidno de Dermatclogia do Hospial
Eduardo de Menires & serlio avaliadas no eborabino de Infeciologia & Medicna Tropioal {PPE-IMT) da
LIF RS,

Hipdhese: Antipericidade G duas proleinaes Quirdnioes na Urina para o diagnesion da Farsen e,
Messdoinga Proposta

O edamid dematoraralgion oomplels, o cdame bacloscdpiin & O hislopalidgico S0S quats oS casos de
harseniase Serio submelitos, & fazemn parte da rofina de dagrdstion @ aoompanhamento desses pacheries
no Hospial Edusedo de Meneres. Porlanmio, senl necessdria, de forma

adiconal, apenas & coleia de soro @ urina. O conains inradomiclianes dos casos mdoes goe Torem
aiendidos ro ambulabdrio serdo submeddos a

mxame clinko para avaliar a presenca de hansenlase om atividade. Os contaios gue tiverem a doendga
descariada & conbordarem &m pamicipar o

esiudo, oomo oonToles, serdo sobenetidos. 3 oolela e Son & urina.

A bidpsia da leslo de pele apresenia como riscos: dor no local da incisdo, possibildacde de infecpdo
setiunddria do sifeo cinFgloo & evenios adversos

relacicnados oo uso de anesiésions ocais. A oobeta da bacilosoopia em o Quaing SiSos pode aoarmedar dor,
desconfons & sangramerto no local. A

oodela de oo podie casar dof, RAMGSEs ou hematomas no boal da pung®s. Fara mininizar £S5 fsons,
oo 08 prooesdimerios serto Teins

oo matedal descaridved, aphs assepsia adequada ¢ por squips treinada. Ressalla-se oo of padlentes
eran recruiados em o hospiial de

referéncia mo alendimenio da hansenizse, no qual exsbe esruiura adequada para abordagem oS rancs
Casos de inberoorréncia oom oS

prooedimentos cilodos. & ool G uring ndo errnke oot polenoiaks.

Todos os pecleries com hansenfase, paricpanies ou nao 0o estuda, Serls acompanhadas

Lo i do P . ol B0
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duranie 000 © tempo de ralamento da doenca pela

equipe do Hospital Eduardo de Menezes. Os contatos dos casos indice também serdo acompanhados
devido ao risco de desenvolver a hanseniase

em aigum momenio.

Os resultados da pesquisa serdo publicados independentemente do desfecho final e o sigiio das
niormacdes dos pacientes serd preservade em

10das as fases do esudo.

A harseniase permanece como um importanie problema de sadde pdblica em diversos palses e pode
acarretar neuropatia perifénca ¢ sequelas

neurcidgicas permanentes. Para que o tratamento com POT seja eficaz na prevenclo de incapacidades
decorrentes da hanseniase, cle deve ser

Nstiuico precocemente, de modo @ nierromper 2 evolugdo da doenca antes do surgimenio de newropatsa
pertiérica. Contudo, o diagndstico tardio

permanece um sério problema, acametando continuidade na cadela de transmissdo ¢ aumento do risco de
ncapacidades. Um dos pencipals falores

que contribuem para o atraso diagndssico @ a auséncia de um exame aboratonal com acurada sufidentie
para o diagndstico de hanseniase. O

presente estudo poderd resultar no desenvaivimentio de um teste laboratonal de 1acil execucdo, ba cusio
€ que seja capaz de detectar as fases

midaks e cligossintomaiicas da doenca, 0 que pode contribulr substanciaimente para o Aagndsico precoce
¢ a prevengdo de Incapacidades.

As proteinas quiméncas testadas na unna poderdo render a confecglo de trabaihos clentifiicos onginas para
publicagdo em revisias indexadas

mernacionalmente (QUALIS AY ou AZ da CAPES). Além disso, 05 resullados serdo divuigados em
congressos cientificos de relevanda intermnacional

por mew de rabalhos completos @ sob a forma de resumos. O projeto pode ser considerado de cardser
trarslacional, uma vez que proourard agregar

¢ integrar as dreas ;bisica e apicada; na formulagdo de um tesie dagndsiioo sensivel e espechico

Os pontos de corte (cut-off) para validagdo da sensibiidade ¢ especfiddade das quimens recombinantes
serdo delerminados apds a construgdo de

ouwrvas ROC (Receiver Operating Charactenstic). Na elapa de andiise do desempenho dos ensalos, serdo
avaliados o5 seguintes pardmetros:

Corminaacho &0 Pavecer 6 728 104
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sensibiidade (Se), espedficdade (Es), drea sob a curda [AUC), waler prediivo postive (WVPP), valor preaithen
negatvio (WEN], razdo de probabdidaede
positiva (RP+), razdo de probabiidade negativa (RP-). Todas as andlises serdo realizadas ublzando o

programa compitacional GraphPad FrismTH
[weersdoy & 0 dor Windows L

Dbjetivo da Pesquisa:

Dibsjeiren Primania:

Avaliar a anbigeniciiede de duas proleinas quméncas recombinantes composias por epilopos especifioos
de oiHulas B de projeinas oo M. lepras

para o diagrdstico da hanseniase causada por formas FE e MB da doenca usamdd uring @ sone dos
paCherins.

Dbjetvo Secunddrio:

L fAvaliar o polencial antigénioo & o desempenha das proieinas quimens por mee da idonioa e ELISA,,
ulizando amosTas e wrina de packenbes

om fomnas PE e ME de hanseriase, bem como wina de contains @ oF packries. oom doercas que podem
OF ERETEaT MEafad cnEada, oomo

Doenca de Chagas, Inshmanioses visceral (L] e iegumeniar (LT). paracoccidoiomiooss, uberouloss @ de
pacionies infeciados. com HIV.

i. Usar amosiras de S0r0 om paraleld fara compaar a eficioa da urina oomo amosin biokbgica.

i Avaliar o desemperto antiginioo das guimeras em relagdo aos parimetos de sersibilidace,
especilicddade, acurdcia, imdios: KEappa de

oororddncla entre Esies, comparands of esuledcs com & badloscopla & quatne siEos @ com & PCR
oorpreEnickoral.

k.  Avalar o desempenho da gumen & relacdo o pardimedrot O sensiblidade, especilicidade, valones
prediifans & aourdcia.

v.  Companr a sersbildade & a especilicidade das proveings quiminoas om relagso @0 antigena PGL-1.
L Avaliar o polencial antigénioo & o desempenho das proieings quimens por me da idonioa 9 ELISA,
uliizando amasETas G Urin O Dl ETNes

oodm formass PE & ME de hanseriase, bem como wina de conlalos & de packenies oom dosnGas que podem
A eSS MEado cnEZada, Domo

Doenca de Chagas, keishmaniases visceral (LY & tegumantar (LT], paracscoidicddomicoss,

D 30 Parscsr .l 08
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Tubesroainge @ de paclonies nfeciacdos oo HIY.

i, WUsar amosras 3 5000 &M paraleln para companar a eficloa da uhina como amoatna b,

i Avaliar o desempanto antighnios das guimeras em relkegdo aos parimetns de serdibbilidade,
espeoificidsde, acurdcia, Indios Kappa de

oorconddncia enfre esies, compamndo of esuledes com & badloscopia em qualne sMEos & com a PCR
ol oy Pl

re.  Avaliar o desempenho da guimen o relacdo 3 pardmetros o sensbilidade, especficidade, valones
prediifens & aourdcia.

v. Comparr s sersbildade & & especifcidade das profeinas quiménoes om relagio 20 antigena PGL-1.

s S LR Y R e

Avaliypdh dos Riscos o Bonafokos:

Riscos: Mo == aplca |Dado condnua sendo informado pelos aulones, mesmo aphs Pareoer anienor. Mio
Exisle pEsqusa sem risco, considerados riscos 9o peojeln). O exams dermalonewsrsidgioo complelo, o
Exame badloscdpico & o histopatcligico aos guals 05 cakcs O hanssniass sordo submetides, [& fazem
parte da rolina de dagndstios & aoompanhamenis desses packenies ro Hospilal Eduardn g Menazes.
Porianio, Sern nectssdria, de fomma adicionad, apenas a oolela de soro & wrina. O ooniatos inTradomicilanss
dos oasos indices que forem atendidos no ambulatdrio serlo submeSdos & exame dinloo para avaliar a
presenga do hanseniase em abividade. O% cortatos gus therem a doenga descariada @ concondaresm em
participar oo estuds, como comrddes, serlo submebidas & odleta 3 Soro & wrina.

A bidpsia da lesdo de pele apresenia como riscos: dor no local da incisdo, possibildade de infecgldo
Sscunddria do shio ciringioo & evenlos adversos relacionados o0 =0 de anestésions kocals. A colsta da
baciiosmpla am qualns sitics pode scametar dor, desconiono & sangramenio no local. & oodela de so pode
oausar dor, equimrmcses oU hemaiomas RO local da pungds. Fara minmzer esses recos, todos os
procedimentcs seflo feilos com maberial descadvel, apds assepsia adequada & por equipe ireineds.
Riessalia-se gue o packenbes serdd recndados &m um hospital de referénoia no atendments da
hanseniase, n qual exsie estruiurs edepseds para abordagem 90 rans Easos de nerocerénoka oom oS
procedimenios diados. A oobeta de wrina n&o srvoive fsoos poisncials

Baerarfiioios:

A harseniase pormarss0s COMO Um iImportanie probdema de sadds pdblica em diversos palses o pode
atarmeiar neuropatia perilénica & sequelas
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rcurclégloas pormancnies. Mane gque o et oo FOT sope olicer ra pravenclo de incapacdad s
denormeries da hanseniase, sle dove Sor

Fesifuico precotements, de modo & nErmomper & evelugo da dosnca antes do surgimenio de neunopatia
pariitno. Comudo, o disgrds o Eedio

pEMManens m Sino probliema, aoametards conbinukdade ra cadeds de ransmis s & SITehio 90 oo oa
reapacidades. Um dos prircipals Talones

que oordribuem para o airaso diagnbdsico & 3 ssdnoks ot um exams leEoralonal com aoarsca sulidenic
para o disgrdslico G hanseniase. O

presenis esiudo poderd resuliar no desenyolvimenio de um st labomieial de Tholl enposgio, babn oo
& que seja capar de defeciar & fases

riciaks & oligossiniomaticas da dosnca, o gue pode confribuir substanciaiments para o dagndsBioo prenocs
& a presencdo de incapackdades.

Az proteinas quimdricas Esiadas na uina poderds rernder & oonfeogio G rabalhas cientificos originals para
pubdicaipko &m revisias indexadas

Fiernacianalments (OUALIS AT ou A2 da CAPES). Alem disso, of resuliadcs serdo dividkgados &m
Congressos cemifoos de relevanoa intermsoional

por mek de Fabalhos complefos & sob @ foma de resumcs. O projelo pods ser considemdo de cardter
irarsisconal, Uma veT QUE proDUFEla Sgregar

& inlegrar a5 deas ¢ hdsica o apicada; ra fommulagio de um esie dagndssoo sersivel & aspeciion

e il o Pavacer G700 RS

Comemntinos o Consideracies sobre a Pesquisac

Propefo nelevanie para @ drta da sedde, condorme parecer da Camara Depariamenial 3= CLM PARECER
CLM 5023 & abende of preceiios #Hoos. Possul oo-pariicipagdo da FHEMIG.O projeto & uma parks 9o
projeio e pdd-douinrado & terd Tnanciamenio pela FUNDACAD DE AMPARD A PESOUIEA FAFEMIE DO
EETADD DE MIMAE GERAIS. O desenhd do esiudo & obsermacional & prospediieo, poSSul UAn grupo
oonirole. TCLE apreseniado ooma oara conyvie, nesguandando a conddencialidade dos dados, o amondmaio,

o dinsito & recusa, & desisli 0o PO & QUkUET MOoMENo sem quakguesT prejuizo.

Condgiderac s sobing of Tormos de apresontaido obrigabdeiac
1} Folha de posto preencheda & assinada ok

2 Aprovacso da Clmara Depariamenial ok

Jj Cana die anudrcks ok

5) Insfrumenins de ookefa die ok
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G) Projesc completo ok

7) TCLE como carta convite, resguardando a confdendaldade dos dados, 0 anonimato, o dirsito A recusa, ¢
desistir do projeto @ qualguer momento sem qualquer prepiza.

ok

8) Termos de consatuigdo de Dlorepostono, Caso a pesquisa envolva armalenamento de dados biclogicos.
Ok

Recomendagbes:

Quando do preenchimento da Plataicrma Brasd para qualquer peojeto ler sempre © cudado de manter as
nlormagdes alinhadas da brochura do pesquisador, campos da PE ¢ TCLE

N30 existe pesquisa Som rscos.

Conclusdes ou Penddncias o Lista de Inadeguagdes:

Na condizdo de se alender as recomendacdes solcitadas, sou, S.M.J. favordvel & apcovagdo do projeto.

Consideracdes Finails a critério do CEP:

Tendo em vista a legisiagdo vigente (Resolucdo CNS 466/12) o CEP-UFMG recomenda a0s
Pesqueadores: comunicar 10da ¢ gualquer aleracdo do projeto e do lermo de consen@menio via emenda na
Plataforma Brasd, informar imediatamente qualquer evenio adverso ccomdo durante o desenvoivimento da
pesquisa (via documental encaminhada em paped), apresentar na forma de notificagdo reatdnios parciats do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses ¢ a0 témino da pesguisa encaminhar 2 este Compd um
sumdeio dos resultacos do projeto (relatdne final).

Este parecer foi edaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argavo Postagem Autor SRuagao]
iormaghes Basicas|FB_INFORMAGOES BASICAS DO P | 19032024 Aceilo
a0 ROJETO 2284819 19:2155
rﬁ&"ﬁ;&,— WE TH027 [Manoel CG@vic da | Acaio |

19:24:17 | Costa Rocha
Ouiros Guessonanceve pat TRUTREA [Manod Cavio da | Aceio |
-~ - - - - m m
Outros Quessonano®H paf 19032024 [Manoe! Otavio da ACei0
— — —- m m
Projeto Detahade | Frojeto.docx 19032024 |Manoe! Otavio da Aceit
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i Brosachiura Priciin oo AT AT Costa Rodaa Anedio
v S ador
Julros Caraoed aesinmedo. pdf 19032024 | Mamcss] Dvio: da Anedio
18:14£50 Cosia Rodaa
TCLE { TEmas da TCLERC docx 13032024 |EDUSRDD ADE 0
B b e 155338 |ANTONID FERRAZ
Jusahcabiva die COELHO
o8P T e S e =
B b e 15:53:15 |ANTONID FERRAZ
Jusahcabiva die COELHO
TCLE { Temaos de TCLECH docw 19032024 || EDUAARDO Aoedin
A santrmera i15:5301 AMTOMED FERRAZ
Jusahcabiva die COELHO
Bl S ia
TCLE ! Termaos die TCLE dox 1B032024 |EDUERDO ADein
A santrmera 15:52:39 [ANTONID FERRAZ
Jusahcabiva die COELHO
P
Faneoer Amieror R posiaT ot pail DTAO220EY || DGR Anedin
iF1009 [ANTONIED FERRAZT
[Duiros Flanorabario. pdl um% Roetin
170943 [ANTONIED FERRAZ
Ler e T ik AT e =
170855 |ANTONID FERRAZ
[ T (T LT A s
i7083T |ANTONID FERRAZ
COELHO
Culros TS O e R Pl 0FA22024 || EIDLGRTED ADEin
i7 D630 | ANTONID FERRAZ
COELHDO
JOulros Carladrisesncalnfectologa. pd DTMI22024 || EIDLMARITED Aneio
10545 [ANTONIED FERRAZ
COELHD
Julros TCUD: pit DTMI220E4 || EIDLAARITED Anedio
1ro0501 AMTOMED FERRAZ
COELHO
Solckagio Carla_Resposta pdf DTAO220EY || DGR Anedin
regirada peie CEP 170330 [ANTONIED FERRAZ
COELHO
Fansoer Armieron Fansoer. pdf ODTFO202d || EIDUGRITD Aoedin
o251 AMTOMED FERRAZ

COELHO
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Farecer Antencr PB_CWANTE_RECEPCAO_M 07022024 |EDUARDO Aceito
S301.pat 170129 JANTONIO FERRAZ
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Farecer Anmencor PB_WANTE_RECEPCAO_&“ 07022024 |EDUARDO Aceiio
6718 pdf worn ANTONIO FERRAZ

- — e e e e s e e — o m

Parecer Antencor PB_PARECER_WSTAWI‘M_ 07022024 |EDUARDO Aoeilo
CEP_RE“RADOM 170035 JANTONXO FERRAZ

) — e e, et et . e et e et M @ m

Farecer Antencor PB_PARECER_WSTAWW_ 07022024 |EDUARDO Aoeilo
CEP 6589885 E2.pdf 17:00:14 | ANTONIO FERRAZ

T2 e oy T e

concordancia 16:5927 JANTONXO FERRAZ

COELHO

Situagdo do Parecer:

M

Necessita Apreciacio da CONEP:

N3o

BELO HORIZONTE, 26 de Margo de 2024

Assinado por:

(Coordanador(al)

Corinne Davis Rodrigues
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