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SOROLOGIA IGM ANTI-DISSACARIDEO SINTETICO COM OCTIL LIGADO A ALBUMINA DO
SORO HUMANO

IGM SEROLOGY AGAINST OCTYL-LINKED SYNTHETIC DISACCHARIDE IN HUMAN SERUM
ALBUMIN
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Resumo. A sorologia anti-PGL-I (Glicolipidio fenélico-I) é um exame laboratorial complementar ao diagnostico de hanseniase utilizado em pesquisas e
detecta a presenga da imunoglobulina do tipo IgM especifica para o glicolipidio encontrado na superficie do M. leprae. Para sua aplicagdo ¢ importante
entender os procedimentos envolvidos no desenvolvimento da técnica. O objetivo deste trabalho foi descrever a fundamentacao tedrica e a pratica da sorologia
IgM anti ND-O-HSA, relatar a comparagao de imunoensaios e os principais achados referentes ao uso do antigeno. Foi realizada uma revisao bibliografica
abrangendo artigos cientificos publicados no periodo de 2011 a 2023. As buscas foram conduzidas nas bases de dados PubMed e Scielo, utilizando descritores
em linguas portuguesa e inglesa, relacionados a Hanseniase e a sorologia anti-PGL-1. Os 22 artigos selecionados neste estudo fornecem uma visao abrangente
sobre o antigeno PGL-I, sua interagdo com células hospedeiras e a estrutura do dissacarideo sintético ND-O-HSA. Na discussao dos procedimentos adotados
nos ensaios apresentados, foram identificadas disparidades no desenvolvimento de algumas etapas e nas solugoes utilizadas. Adicionalmente, as finalidades
de cada investiga¢ao, ao empregar o imunoensaio, foram delineadas, junto com as respectivas conclusdes sobre o uso do antigeno sintético. Ao utilizar
o antigeno ND-O-HSA, a sorologia IgM anti-PGL-I ¢ uma ferramenta importante no diagnostico e no monitoramento da Hanseniase, pois oferece uma
alternativa sensivel e especifica. No entanto, ha variagdes nos procedimentos entre os estudos revisados, indicando a necessidade de padronizagio e o
aprofundamento das investigagdes nessa area.
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Abstract. Anti-PGL-I (Phenolic Glycolipid-I) serology is a complementary laboratory test for the diagnosis of leprosy used in research. It detects the
presence of I[gM immunoglobulin specific for the glycolipid found on the surface of M. leprae. For its application, it is important to understand the procedures
involved in developing the technique. The aim of this study was to describe the theoretical basis and practice of IgM anti ND-O-HSA serology; to report on
the comparison of immunoassays and the main findings regarding the use of the antigen. A bibliographic review was carried out, covering scientific articles
published between 2011 and 2023. The searches were conducted in the PubMed and Scielo databases, using descriptors in Portuguese and English related
to leprosy and anti-PGL-I serology. The 22 articles selected in this study provide a comprehensive overview of the PGL-I antigen, its interaction with host
cells and the structure of the synthetic disaccharide ND-O-HSA. In the discussion of the procedures adopted in the tests presented, disparities were identified
in the development of some steps and in the solutions used. In addition, the purposes of each investigation, when using the immunoassay, were outlined,
together with the respective conclusions on the use of the synthetic antigen. By using the ND-O-HSA antigen, IgM anti-PGL-I serology is an important tool
in the diagnosis and monitoring of leprosy, as it offers a sensitive and specific alternative. However, there are variations in the procedures between the studies
reviewed, indicating the need for standardization and further research in this area.
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INTRODUCAO

A Hanseniase ¢ uma doenga infectocontagiosa de acometimento crénico que atinge principalmente
populagdes em situagdo de vulnerabilidade socioecondmica, porém, em éareas endémicas, pode atingir varios
grupos sociais. Seu agente etiologico € o Mycobacterium leprae, com predilecio por nervos periféricos e pele, que
se caracteriza por apresentar evolugdo lenta, manifestando sinais e sintomas em até cinco anos apds o contato com
o doente, embora haja relatos que indiquem casos com periodo de incubag@o de até 20 anos ou mais. Dentre os
sintomas mais comuns, incluem manchas avermelhadas ou esbranquigadas, geralmente no dorso; diminuicao ou
auséncia de sensibilidade na pele, edemas, papulas, tubérculos e nédulos nos membros inferiores, podendo evoluir
para incapacidade fisica e deformidades permanentes, na auséncia de tratamento. Essas caracteristicas fazem da
infeccdo pelo M. leprae um grave problema de saude pl’lblica.l’2

O diagnostico desta doenga baseia-se na avaliagdo clinica e na epidemiologia, auxiliadas por exames
laboratoriais, como a baciloscopia, o que, para fins de tratamento, ¢ classificada operacionalmente como paucibacilar
(PB) ou multibacilar (MB), de acordo com o niimero de lesdes e de achado baciloscopico. Além disso, para auxiliar
na identifica¢do dos sinais e sintomas desenvolvidos pela Hanseniase e monitorar os pacientes com maior risco
de reagdo inflamatdria e neural, seguimos a seguinte classifica¢do, de acordo com a forma clinica: Indeterminada,
Tuberculodide, Dimorfa e Virchowiana. Internacionalmente, adota-se a classificagdo de Ridley e Jopling, a qual se
baseia em aspectos histopatologicos das lesdes e indice baciloscopico, permitindo a divisdo mais detalhada das
formas clinicas em “tuberculdide” (TT), “bordeline tuberculoide” (BT), “bordeline-bordeline” (BB), “bordeline
lepromatosa (BL)” e “lepromatosa” (LL).1

A baciloscopia direta para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) ¢ o método de coloragdo utilizado
para identificacdo da carga bacilar em raspado intradérmico de lesdes cutineas e em sitios padronizados,
como lobulos auriculares e cotovelos, no entanto, apesar de sua especificidade, esse método apresenta baixa
sensibilidade, resultando em falsos-negativos nos casos paucibacilares.1 Para a adequada aplicag¢do do método, se
fazem necessarias as habilidades do responsavel pela coleta, de quem ira executar a coloragdo do esfregago, bem
como do responsavel pela leitura da lamina.

Outro exame de apoio ao diagndstico ¢ a sorologia ou imunoensaio enzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) anti-PGL-I (Glicolipidio fendlico-I), que detecta a presenga da imunoglobulina
do tipo IgM especifica para o antigeno PGL-I da superficie do M. leprae], esse glicolipidio possui elevada
imunogenicidade.3 Além do PGL-I nativo ou trissacarideo nativo fendlico, pesquisas tém utilizado antigenos
sintéticos na forma de dissacarideo como o ND-O-HSA, ligado & albumina sérica humana através do octil, ou
o ND-O-BSA, a albumina sérica bovina, ambos apresentam elevada reatividade contra a IgM produzida na
Hanseniase.*>-%7

O ELISA ou também chamado de ensaio de imunoabsorgdo enzimatica ¢ um método que envolve varias
etapas, incluindo sensibilizacdo, lavagens, bloqueio, adi¢do de conjugado e substrato, parada de reagdo e leitura da
amostra. Para o desenvolvimento dessa, sdo preparadas diferentes solugdes.H08

Portanto, compreender a importancia do antigeno usado na sorologia, sua funcdo ¢ a aplicagdo de cada
reagente no imunoensaio sdo informagdes cruciais para o desenvolvimento adequado do método proposto. Neste
contexto, o objetivo desta revisdo ¢ fornecer uma descrig@o teodrica e pratica da sorologia IgM anti-PGL-I usando
0 ND-O-HSA, ao comparar diferentes imunoensaios e relatando achados relacionados ao uso desse antigeno,
com o intuito de estimular mais pesquisas na area da sorologia aplicada ao conhecimento da acdo do M. leprae no
organismo humano.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo narrativa, fundamentada no uso de referéncias cientificas para embasar
teoricamente o tema proposto. Com a finalidade de obter referéncias nacionais e internacionais, realizamos buscas
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de artigos nas bases de dados Scielo ¢ PubMed, dos anos de 2011 a 2024, através dos seguintes descritores na
lingua portuguesa: “PGL-1 hanseniase”, “ND-O-HSA hanseniase”, “anticorpo anti-PGL-1”, “PGL-I patogénese”,
e em lingua inglesa: PGL-I leprosy”, “ND-O-HSA leprosy”, “antibody anti-PGL-I, “PGL-I pathogenesis” .

Foram incluidos os artigos que descreveram as etapas sorologia anti-PGL-I, utilizando o antigeno ND-
O-HSA, bem como aqueles com relevancia cientifica e contribui¢des para melhor fundamentag¢ao do imunoensaio
enzimatico, do antigeno nativo ou sintético, e para compreensdo da intera¢do celular do antigeno com o alvo
celular. Artigos que nao relataram os procedimentos metodologicos e apenas citaram a referéncia do imunoensaio
foram excluidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 564 artigos encontrados, foram selecionados 22 artigos com base nos critérios supracitados. A seguir
apresentamos os achados e discussdes em topicos para o melhor entendimento do referido imunoensaio.

Mycobacterium leprae: localizacio, estrutura do glicolipidio fenélico I (GLP-I) e caracteristicas do
antigeno sintético ND-O-HSA

Mycobacterium leprae apresenta-se sob a forma de bacilo reto ou levemente encurvado, com extremidades
arredondadas, medindo aproximadamente de 1 a 8 microns de comprimento e 0,2 a 0,5 microns de didmetro. E
diferente de outras micobactérias em termos de arranjo, pois esta disposto em cadeias paralelas unidas entre si,
formando aglomerados ou globais.9 Uma das caracteristicas marcantes do bacilo ¢ a de ndo se reproduzir em meios
de cultura artificiais ou celulares e sua multiplica¢do tem se limitado a inoculacdes em alguns modelos animais
como tatu e camundongos imunocompetentes ou imunodeficientes. '

A micobactéria se cora em rosea-avermelhado ao ser submetida ao método de Zichl-Neelsen. Essa
colorag@o ¢ caracteristica das bactérias gram-negativa, pois possuem parede celular com uma fina camada de
peptideoglicano, tornando-as incapazes de reter o corante violeta apds tratamento com alcool, solugdo etanol-
acetona e safranina como contracorante.'!

A parede celular do M. leprae possui cerca de 20 nm de espessura € como em outras espécies de
micobactérias ¢ composta por duas membranas: uma mais externa elétron-transparente também chamada de
capsula e outra mais interna elétron-densa.”!?

Externamente contém uma capsula de lipidios associados aos seguintes componentes: ftiocerol
dimicocerosil (PDMI), quimicamente distinto daqueles encontrados em outras espécies de micobactérias e
dos glicolipidios fendlicos (PGLs), sendo o subtipo I (PGL-I) predominante, além de pequenas quantidades de
monomicolato de trealose (TMM) e 4cidos micocerosidicos.'?!3

O PGL-I contém um grupo fenolico glicosilado com um trissacarideo caracteristico e especifico para o
M. leprae. Além disso, a sua por¢ao terminal (3,6-di-O-metil glucose) ainda nao foi detectada em nenhuma outra
molécula natural, constituindo-se na chave para a alta especificidade da resposta humoral durante o processo de
infecg50.13’14’15

Em seguida, apresenta-se uma membrana interna, rigida e elétron-densa, constituida de peptidoglicanos
(PGN) entrelagados e ligados covalentemente as cadeias polissacarideas de arabnogalactano (AG), que servem
de suporte para os acidos micolicos. A membrana plasmatica é formada por uma bicamada de fofosfolipidios
associada ao lipomanano (LM), ao lipopolissacarideo lipoarabinomanano (LAM), ftiocerol contendo lipidios (por
exemplo, PDIM) e dimicolil trealose. Essa complexa estrutura confere ao M. leprae maior viruléncia e resisténcia
aos medicamentos em relagdo as bactérias gram—positivas.12

Um dos componentes da parede celular do M. leprae tem chamado a atengdo desde os anos 80, o
glicolipidio fendlico I (PGL-I). Essa molécula, que representa 3% do bacilo da Hanseniase, tem a capacidade
de estimular a producdo da imunoglobulina M (IgM) em pacientes com a doenga.16 O PGL-I possui a seguinte
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estrutura (Figura 1): 29-{4-[O-(-3,6-di-O-metil-B-D-glicopirosil)-(1—4)-O-(2,3-di-O-metil-o-Lramnopirosil)-(1
— 2)-3-O-metil-a-L-ramnopiranosiloxilfenil } -3-metoxi-4-metil-9,11-ndo-acosandiol 9,11-dimetilcerosato. Trata-
se de um trissacarideo fendlico que serviu como base para o desenvolvimento do atual teste imunocromatografico
de detec¢ao rapida de fluxo lateral (ML Flow) e para o teste soroldgico usando a sua forma nativa ou sintética como
o dissacarideo natural com octil ligado a albumina sérica bovina (ND-O-BSA) ou dissacarideo natural com octil
ligado a albumina sérica humana (ND—O—HSA).]’16

O imunocromatografico, disponibilizado pelo Ministério da Satide, ¢ considerado uma importante
ferramenta para detecc¢do de anticorpos IgM contra o antigeno PGL-I do M. leprae. No entanto, o teste sorologico,
além de possibilitar a detecgdo mencionada, também ¢ capaz de quantificar e auxiliar na classificagdo operacional,
devido a sua elevada sensibilidade para casos multibacilares, virchowianos ou lepramatosos. Ambos os tipos de
teste nao devem ser usados isoladamente no diagnostico da hanseniase; a avaliacdo dermatoldgica e neurologica
minuciosa, por profissional experiente, ¢ essencial na defini¢do diagndstica da doenga. 1116

Diante da disponibilidade limitada do antigeno PGL-1 nativo e devido a incapacidade natural do
patdégeno de crescer in vitro, estudos buscaram alternativas usando antigenos sintéticos, como ND-O-HSA
(dissacarideo natural com ligagdo octila a albumina sérica humana) e NT-P-HS A (trissacarideo natural com ligagdo
do anel fendlico a HSA). O epitopo dissacarideo usado para a produgdo do ND-O-HSA ¢ o 3,6-di-O-metil-3-D-
glucopiranosil(1—4)2,3-di-O-metilramnose-piranosideo (Figura 1). Esse componente foi acoplado a albumina
sérica humana com a finalidade de facilitar o transporte e solubilidade do epitodo em agua, possibilitando seu uso
em ensaios como o ELISA.>!©
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FIGURA 1: PGL-I ¢ ND-O-HSA

PGL-I e interacgao celular

O Mycobacterium leprae, por meio da PGL-I, tem a capacidade de se ligar a regido c-terminal da proteina
alfa-2 da laminina (LAMMA-2), presente na lamina basal da célula de Schwann, sugerindo que esse antigeno
desempenha um importante papel na intera¢do entre o bacilo ¢ o nervo peri1°érico.16’17 Além disso, o trissacarideo
nativo fendlico também desempenha um papel na ligacao do bacilo ao macréfago, mas essa interagcdo ocorre por
meio do receptor de complemento 3 (CR3), resultando na reducdo da produgdo de 6xido nitrico sintase induzivel
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(NOSI) e estimulando a migragdo de células dendriticas e neutrdfilos.'®1 O CR3 também parece ser utilizado para
a invasdo dos neutroéfilos polimorfonucleados e células dendriticas, ativando a via Syk tirosina quinase e o fator de
transcricdo NFTAc, o que remodela a resposta via citocina para favorecer o crescimento do M. leprae. 18

A interacdo do PGL-I com a célula hospedeira resulta na ruptura da homeostase lipidica da célula
invadida, resultando em formag¢ao de corpos lipidicos (CL), organelas citoplasmaticas que parecem favorecer
a sobrevivéncia do bacilo e aparecimento de “macréfagos esponjosos”. Estudos demonstram que os CL podem
aumentar os niveis de prostaglandina E2 (PGE2), reduzir a resposta mediada por células T helper do tipo 1 (Thl),
a agdo bactericida e os niveis de interleucina 10 (IL-10), além de diminuir a quantidade de IL-12 ¢ 6xido nitrico.'®

Ha indicios de que o colesterol acumulado nos CL sirva como substrato para produgao lipidios da parede
celular bacteriana, como o dimicocerosato de ftiocerol (PDIM) e PGL-I dentro da célula de Schwann, por meio do
catabolismo oxidativo via 3p-hidroxiesterdide desidrogenase (3 B-HSD).20

Como observado, as alteragdes anteriormente citadas contribuem para um ambiente corporeo com baixa
capacidade de protegio e combate contra o microrganismo, além de favoravel a reproducio da bactéria.'®

Fundamentacio teérica e procedimentos envolvidos na sorologia IgM anti-PGL-I usando o ND-O-HSA

O imunoensaio enzimatico aplicado ¢ do tipo heterogéneo, devido a finalidade de monitorar a atividade
enzimatica da reagdo entre antigeno-anticorpo; ou seja, ND-O-HSA e IgM anti-PGL-I, com necessidade de etapas
de lavagem para retirada de componentes nao ligados a fase solida (Pogo da placa), permitindo assim a ligagdo do
reagente marcado (Conjugado) e agdo sobre o substrato. Outra caracteristica ¢ que esse ensaio ¢ indireto; ou seja,
ha imobilizacdo do antigeno na fase solida e utilizagao de um anticorpo secundario marcado com uma enzima. Este
anticorpo secundario ira se ligar a [gM anti-PGL-I da amostra, e a por¢ao enzimatica atua sobre o substrato (Figura
2), que emitird uma coloragdo monitorada por meio de espectrofotornetria.7’21

SUBSTRATO ANTICORPO SECUNDARIO
—) == ==t =

ENZIMA

7

: . /
ANTICORPO PRIMARIO ANTIGENG /

MICROPLACA
PARAELISA

FIGURA 2: ELISA indireto.

Essa metodologia envolve frequentemente as etapas de sensibilizagdo, incubacdo (com amostra
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ou conjugado) e lavagem das placas. Estas sdo compostas de 96 pogos, possibilitando multiplas analises e, geral-
mente, feitas de poliestireno, pois esse material possibilita a ligagdo de moléculas apolares hidrofébicas e polares
hidrofilicas, sem alterar a conforma¢ao da molécula imobilizada no pogo.7’21

A composigao do dissacarideo aderido ao HSA ¢ proposital para o seu transporte em agua, ja que de forma
isolada, ¢ apolar, e com o referido acoplamento, ele fica menos apolar, permitindo o manuseio em solugdes polares
¢ ensaios como o ELISA.'®

Com base no estudo de Lima et al.% e colaboradores que apresentou sua metodologia descrita em deta-
lhes, sera apresentado o material e etapas envolvidas no ELISA IgM anti-PGL-I. O seguinte material foi citado
na metodologia: bicarbonato de sdédio (NaHCO:s), carbonato de sédio (Na:COs), solugao salina tamponada com
fosfato a 0,05% de Tween-20 (PBST), PBS com Albumina de Soro Bovino (BSA) 0,5 % (PBS-BSA 5%), PBST
1X, tampao citrato, peroxido de hidrogénio (H202), acido sulfurico (H2SO4 2 N), anticorpo secundario anti-IgM
humano conjugado com a peroxidase (Anti-IgM + peroxidase = conjugado ou anticorpo secundario), ND-O-HSA
e O-fenilenodiamina dihidrocloridrato (OPD = Substrato cromogénico).

Inicialmente, foi realizada a sensibilizacdo da placa com o antigeno ND-O-HSA (0,05png) diluido em
tampao bicarbonato/carbonato pH=9,6 (Solucdo sensibilizante), que deve ser mantida por uma noite em camara
escura (4° C).6 Nessa etapa ocorre a ligacdo do ND-O-HSA no pogo, tornando o antigeno imobilizado na placa.2 !
Em seguida, ¢ realizada uma lavagem dos pogos com 200 pL de PBST 1X (Solugao de lavagem).6 Esse processo
¢ feito para retirada das moléculas nio aderidas aos pogos.>!

Posteriormente, os pogos sdo bloqueados com PBS-BSA 5% (Solu¢do de bloqueio) durante 1h a 37°C6.
Nesse passo, os sitios insaturados dos pocos sdo aderidos ao BSA contido na solug:éto.21

A amostra utilizada foi soro de pacientes com diagndstico de hanseniase e pessoas que ndo foram acome-
tidas pela doenga, porém possuem contato com o paciente, denominadas apenas de “contatos”. O soro foi diluido
(1:100) e analisado em triplicata. As placas foram incubadas por 1h (37° C). O diluente e a quantidade de amostra
colocada no pogo nao foram citadas. Nessa fase, o anticorpo anti-PGL-I do soro ficou imobilizado na placa devido
a sua ligagdo ao amtigeno.6

Apbs trés lavagens com PBST 1X, houve a adig¢do de 50 pL do anti-IgM (1:5000) ou anti-IgG (1:5000)
humanos acoplados a peroxidase e incubagdo por lh a 37° C.% Nesse momento, ocorre a ligagdo entre o anticorpo
secundario e os da amostra.

Novamente, foi realizada a lavagem com PBST 1X, processo repetido trés vezes antes da aplicagido de 50
pL, em cada pogo, da solugdo contendo substrato OPD (2mg), tampao citrato (5000 mL) e H202 (2 mL), deixando
a reacdo conjugado-substrato agir por 5 min.® A agdo da enzima peroxidase sobre o OPD promove a formagao de
produto com cor amarelada, quantificada de acordo com a densidade optica (OD) da solugao produzida.21

Com a finalidade de parar a referida reacdo, utilizou-se 20 pL do acido sulfurico 2 N (solu¢do de parada).
Assim, a leitura das amostras contidas na microplaca pode ser realizada a 492 nm.®

A titulagdo do anticorpo foi determinada com base no indice do ELISA (EI) e seguinte formula: EI =
ODamostra/ODcut-off, onde ODamostra ¢ a absorbancia média da amostra e ODcut-off determinado pela média
do controle negativo multiplicado trés vezes pelo seu desvio padrdo. Valores de EI maior que 1 sdo considerados
positivos.6’22

Comparacao entre as metodologias aplicadas a sorologia anti PGL-I usando ND-O-HSA e conclusdes
referentes ao imunoensaio

Na comparagdo entre as metodologias aplicadas a sorologia anti-PGL-I utilizando o ND-O-HSA, foram
identificados pontos divergentes em quatro estudos!*?>23-2* em relagio 4 metodologia de referéncia descrita an-
teriormente por Lima et al.

No estudo conduzido por Lobato et al.““, o antigeno foi diluido em PBS (0,2 pg/mL), e ndo foram espe-
cificados o tempo de sensibilizagdo e a temperatura. O soro foi preparado em PBS-BSA 1% (1:300) e incubado
por 1 ha37°C. O bloqueio da placa parece ter sido realizado junto com a adigdo da amostra e sem lavagem in-
termediaria. A lavagem foi realizada antes da adi¢do do conjugado anti-IgM peroxidase (1:200) e a composicao da
solugdo de lavagem ndo foi mencionada. A quantidade de substrato OPD e seu diluente ndo foram apresentados no
artigo. A reacdo enzima-substrato foi realizada em temperatura ambiente (TA) por 5 min e local escuro. A reagdo

1.22
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foi interrompida com uma solugdo de acido sulfurico mais concentrada (4N). A titulagdo foi realizada da mesma
forma que Lima et al.®

No estudo de Bobosha et al.??, a caracteristica da placa foi mencionada (fundo plano) e o antigeno foi
adicionado em cada poco (500 ng ou 0,5ug em 50 pL de diluente), em uma concentragdo 10 vezes mais elevada do
que a utilizada por Lima et al. Nao foi mencionada a lavagem, nem o bloqueio da placa antes da adigdo de soro (50
pL) diluido (1:800). A incubagdo ocorreu em TA durante 2 h. Apos a lavagem, foi adicionado 50 uL de conjugado
e posterior incubacdo nas condi¢gdes mencionadas na sensibilizacdo. Apds nova lavagem, a rea¢do do conjugada foi
realizada com 50 pL de solugdo de 5,5'-tetrametil-benzidina (TMB), com uma incubagdo de 15 minutos (TA). A
solugdo de parada também teve concentragdo diferente (H2SO4 0,5 N). A titulagdo foi baseada na densidade 6tica
a 450 nm (DO), e considerada positiva as superiores a 0,149. Ambos os parametros sdo diferentes da metodologia
descrita anteriormente por Lobato et al.??

Van Dijak et al.!” utilizaram a mesma quantidade de antigeno que Lobato et al.?2, diluido em tampao se-
melhante ao de Lima et al., mas em concentragdo de 1 M. O bloqueio foi realizado com PBS/BSA 1%/ Tween-80
0,05 %. A presenca da proteina e tensoativo na mesma solugdo sugere agdo de bloqueio e lavagem na mesma etapa
e a incubag@o foi realizada por 1h. Em cada poco, foi adicionado 50 pL de soro diluido (1:400) e incubado por 2
h (TA). O mesmo tipo de conjugado, mas em dilui¢@o diferente (1:8000), em PBS/Tween-20 0,05 %. O TMB foi
usado como substrato sem mencionar o tempo de reagdo. O acido relatado em todas as referéncias abordadas nesse
estudo também foi utilizado para interromper a reagdo por 10-15 min, mas ndo especificaram a concentragdo. O
comprimento de onda de leitura da placa foi menor, 450 nm, e o calculo da titulagdo ndo foi apresentado.

Na pesquisa mais recente sobre a sorologia anti-PGL-I usando o dissacarideo objetivo de estudo??, foi ci-
tado também o uso de placas com fundo plano, a sensibilizacdo e dilui¢ao do soro foram semelhantes as realizadas
por Bobosha et al.?? Antes e apos a adicdo do conjugado, foram realizadas lavagens com uma solugédo ndo descrita.
O tempo de incubagdo (2 horas, TA) com conjugado foi maior que o de Lima et al. Apds a lavagem, o TMB foi
adicionado para reagdo durante 15 minutos (TA) e no escuro, e, em seguida, a reagdo foi interrompida com acido
sulfurico menos concentrado (0,5 N) que a metodologia principal.

Geralmente, a titulagdo é expressa através do Indice ELISA (EI) ou Densidade Optica (OD). Em ambas,
a soropositividade ¢ determinada com base na analise de participantes sem o diagndstico da doenga, denominados
controles, além dos pacientes com hanseniase. Observou-se que a quantificagdo foi realizada de forma indepen-
dente'>** ou de acordo com a forma clinica®>23 apresentada ou para analise da ligagdo do anti-PGLI-M3 com o
ND-O-HSA®, conforme ilustrado na tabela 1 abaixo.

TABELA 1: Formas de apresentagdo dos titulos, aplicacdo, média e soropositividade.

Autores Apresentacao do titulo Aplicacao Meédia Soropositividade
Lima et al.6 Indice ELISA (EI) Titulagdo da interagdo do anti-PGLI-M3 1,2 (Abs) EI<1.1*
(sintetizado por bactéria) com o ND-O-H-
SA e o PGLI-M3
Lobato et al.22 Indice ELISA (EI) Titulagdo do TT 1,11 EI<1.1
anticorpo em BT 1,33
pacientes com BB 1,89
hanseniase BL 5,87
LL 7,62
Bobosha et al.23 | Densidade Optica (OD) Titulagdo do BL ~ 290 para ambas OD > 0,149
anticorpo em LL
pacientes com hanseniase
Van Dijak et al.19 | Densidade Optica (OD) Titulagdo do NC Ausente Ausente
anticorpo em pacientes com hanseniase
Lema et al.24 Densidade Optica (OD) Titulagdo do NC Ausente OD > 0,149
anticorpo em pacientes com hanseniase

TT: tuberculoide, BT: bordeline tuberculoide, BB: bordeline-bordeline, BL: bordeline lepromatosa, LL: leproma-
tosa, NC: Nao Classificada. *O ND-O-HSA foi usado apenas no teste da referida interagdo, o restante das analises
de Lima et al.6 foi realizada em comparagdo ao PGL-I.
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As conclusdes obtidas com o emprego do imunoensaio nas referéncias descritas anteriormente sdo diver-
sas e abrangentes, revelando insights importantes sobre o diagnostico e o entendimento da hanseniase. Destacam-
-se 0s seguintes pontos:

Especificidade do Anticorpo ¢ Mimetizagdo Estrutural: no estudo conduzido por Lima et al.6, a analise
do antigeno PGLI-M3 sintetizado apresentou sensibilidade de 89,1% e especificidade de 100%, capaz de diferen-
ciar as formas clinicas em teste de ressondncia plasmonica de superficie. Esse novo antigeno parece mimetizar a
estrutura do PGL-I do M. leprae, indicando uma possivel aplicagdo promissora para o diagnostico da hanseniase.
Além disso, a positividade para IgM anti-PGL-I foi duas vezes maior tanto em contatos domiciliares quanto em
pacientes com formas paucibacilares em regides hiperendémicas do que em regides endémicas. Esse achado mos-
tra a importancia do teste soroldégico no monitoramento de infec¢do subclinica nos contatos.

Avaliag¢ao de Imunotestes na Hanseniase: O estudo realizado por Lobato et al.22 analisou trés imuno-
testes, revelando que o ELISA, com o uso do dissacarideo sintético, apresentou sensibilidade e especificidade
consideraveis. No entanto, a analise ndo discriminou a classificagdo operacional e a soropositividade dos contatos
foi menor em comparacdo com o uso do antigeno nativo.

Biomarcadores do Perfil da Hanseniase: Bobosha et a sugeriram a utilizacdo da deteccao soroldgica
de anticorpo contra PGL-I em combinacdo com citocinas inflamatdrias como biomarcadores do perfil da hanseni-
ase, oferecendo uma abordagem complementar para a compreensao da doenca.

Correlagdo entre Antigenos Sintéticos e ND-O-HSA: Pesquisadores de Leiden, Holanda conduziram uma
avaliagdo do trissacarideo fenolico natural (NPT1-H-BSA) sintetizado em relagdo ao ND-O-HSA, constatando
uma elevada correlacdo entre o antigeno sintético e 0 ND-O-HSA. Essa pesquisa destacou a importancia do local
de metilagcdo no antigeno a ser sintetizado, evidenciando sua influéncia na ligacao antigeno-anticorpo.19

Deteccao Precoce e Impacto do Tratamento: Em estudo clinico realizado por Lema et al.24, foi identi-
ficada uma diminuigdo dos anticorpos anti PGL-I apds o tratamento completo dos pacientes diagnosticados com
hanseniase. Além disso, a titulagdo dos contatos também apresentou comportamento semelhante apos o uso dos
farmacos pelo paciente, sugerindo um potencial para a detecgdo precoce e o0 monitoramento do risco de desenvol-
vimento da doenga.

A detecgdo e o tratamento de individuos assintomaticos infectados por Mycobacterium leprae emergem
como pontos criticos para interromper a transmissdo e potencialmente controlar a endemicidade da hanseniase
em diversas regides do mundo-2> Neste contexto, os testes sorologicos desempenham um papel essencial no
monitoramento da eficacia da poliquimioterapia, uma vez que os titulos de anticorpos direcionados contra o fenol-
-glicolipidio I (PGL-I) do M. leprae diminuem conforme a carga bacteriana ¢ reduzida e o tratamento ¢ bem-suce-
dido.24-26 Destaca-se, portanto, a importancia do desenvolvimento e da aplicagdo de métodos sorolégicos como
ferramentas valiosas para diagnoéstico, tratamento, monitoramento e compreensdo da Hanseniase, contribuindo
significativamente para o avanco no combate a essa enfermidade.

123

CONSIDERACOES FINAIS

A partir do que foi exposto, fica evidente a relevancia do PGL-I para a interagdo do M. leprae com a célula
hospedeira, bem como seu papel crucial na sorologia anti-PGL-I, que busca detectar imunoglobulinas especificas
e outros antigenos sintéticos, como o ND-O-HSA, teste que tem sido usado no auxilio de pesquisas envolvidas em
esclarecer o desenvolvimento da Hanseniase. Ao longo das pesquisas revisadas, fica claro que o teste sorologico
¢ amplamente explorado: seja na avaliacdo de diferentes antigenos sintéticos, seja no apoio ao diagnéstico clinico
da Hanseniase. Apesar das varia¢des e da falta de detalhamento em algumas metodologias, ¢ notavel que todos
os ensaios compartilham caracteristicas similares, sendo do tipo ELISA, heterogéneos e indiretos. Os resultados
promissores derivados da aplicacdo diversa do imunoensaio demonstram que esta ¢ uma ferramenta essencial na
deteccao da infeccdo pelo bacilo de Hansen, destacando seu potencial na melhoria dos métodos de diagndstico e,
consequentemente, no controle mais eficaz da Hanseniase.
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