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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa crénica, causada pelo Mycobacterium leprae.
A doenca se caracteriza por manifestacdes dermatoneuroldgicas e exibe padrdes dindmicos de
resposta imunologica frente a infeccdo pelo patégeno intracelular. Embora as células T
reguladoras (Treg) sejam fundamentais na imunorregulacdo de diversos processos
patoldgicos, o seu papel na imunologia da hanseniase foi abordado em poucos estudos. Nesse
contexto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar o nimero de FoxP3,
principal marcador das células Treg, nas diferentes formas de hanseniase e reacOes
hansénicas. Os seguintes grupos de estudo foram avaliados: pacientes diagnosticados com
Hanseniase Paucibacilar (PB); Hanseniase Multibacilar (MB); Reac¢do Hansénica tipo 1
(RT1); Reacdo Hansénica tipo 2 (RT2) e Controles endémicos saudaveis (CES). A expressado
de células T reguladoras foi investigada usando o método de ELISA para a medi¢do do
marcador FoxP3 no plasma e no sobrenadante de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear
Cell). A medicdo de FoxP3 no plasma foi realizada na auséncia de estimulo, imediatamente
apos a coleta sanguinea. A medicdo de células Tregs no sobrenadante de PBMCs foi realizada
apos a incubacdo com 10 pg/ml de sonicado de células de M. leprae (MLCS) a 37 °C, 5 %
CO;, por 72 horas. Os resultados mostraram que ndo houve qualquer diferenca na expressao de
FoxP3 medido diretamente no plasma, na auséncia de estimulos, entre 0s grupos estudados.
Apbs estimulos com MLCS, as PBMCs de todos os grupos demonstraram aumento
estatisticamente significativo na expressdo de FoxP3 quando comparados com individuos
saudaveis. Foi observado um aumento significativo (p < 0,0001) da expressao de células Treg
em pacientes MB, com cerca de 16 ng/ml de FoxP3, quando comparados com PB (6,83
ng/ml). Individuos RT1 foi o grupo que apresentou maior expressdo de FoxP3, com mediana
de 33,3 ng/ml. A quantidade de Treg FoxP3+ em pacientes RT1 foi cerca de seis vezes maior
que a de individuos saudaveis e mais que o dobro que dos individuos RT2. Assim, nossos
dados sugerem papel importantissimo das Tregs na etiopatogenia da hanseniase. Estas células
regulariam o processo inflamatério agudo, evitando uma inflamacdo exacerbada comum na
RT1, que poderia ocasionar lesdes graves e incapacitantes nos tecidos e nervos.

Palavras-chaves: Mycobacterium leprae; Episodio reacional; Treg; FoxP3.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious contagious disease caused by Mycobacterium leprae. The
disease is characterized by dermatoneurological manifestations and exhibits dynamic patterns
of immune response to infection by the intracellular pathogen. Although regulatory T cells are
fundamental in the immunoregulation of various pathological processes, their role in the
immunology of leprosy has been addressed in few studies. In this context, this work was
developed with the objective of determining the number of FoxP3, the main marker of Treg
cells, in the different forms of leprosy and leprosy reaction. The following study groups were
evaluated: patients diagnosed whit Paucibacillary Leprosy (PB); Multibacillary Leprosy
(MB); Type 1 leprosy reaction (TR1); Type 2 leprosy reaction (TR2); Healthy endemic
controls (HEC). The regulatory T cells expression was investigated using the ELISA method
for the measurement of the FoxP3 marker in plasma and supernatant of PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cell). Measurement of FoxP3 in plasma was performed in the absence of
stimulation immediately after blood collection. Measurement of Tregs cells in the PBMCs
supernatant was performed after incubation with 10 ug/ml M. leprae cells sonicated (MLCS)
at 37 °C, 5 % CO, for 72 hours. The results showed that there was no difference in FoxP3
expression measured directly in the plasma, in the absence of stimuli, between the studied
groups. After stimulation with MLCS, PBMCs from all groups demonstrated a statistically
significant increase in FoxP3 expression when compared to healthy subjects. A significant
increase (p < 0,0001) in Treg cell expression in MB patients, with about 16 ng/ml FoxP3, was
observed when compared to PB (6,83 ng/ml). TR1 individuals was the group that presented
higher FoxP3 expression, with a median of 33,3 ng/ml. The amount of Treg FoxP3+ in TR1
patients was about six times that of healthy individuals and more than twice that of TR2
individuals. Thus, our data suggest a very important role of Tregs in the etiopathogenesis of
leprosy. These cells would regulate the acute inflammatory process, avoiding a common
exacerbated inflammation in TR1, which could lead to severe and incapacitating lesions on
the tissues and nerves.

Key-words: Mycobacterium leprae; Reaction episode; Treg; FoxP3.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa de evolucdo crénica, causada pelo
bacilo Mycobacterium leprae, caracterizada por neurites periféricas e lesdes de pele com
perda da sensibilidade tétil, térmica e dolorosa (BRATSCHI et al., 2015). Mesmo sendo uma
enfermidade que acompanha a humanidade h& milénios, a hanseniase ainda é considerada
uma doenca negligenciada, de grande impacto sobre a saude global com cerca de 214.000
novos casos detectados no mundo em 2014 (WHO, 2015).

Na década de 1990 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu para a
hanseniase 0 uso de uma classificacdo baseada na contagem do nimero de lesbes de pele
(WHO, 1994). De acordo com esta classificacdo os pacientes sdo divididos em dois grupos:
Paucibacilares (PB), que sdo pacientes que apresentam até cinco lesdes de pele, e
Multibacilares (MB), nos quais sdo observados mais do que cinco lesdes de pele.

Embora seja uma doenca de evolugdo crbnica, podem surgir ao longo do percurso
patoldgico da hanseniase episddios agudos graves, as chamadas reacdes hansénicas ou
episddios reacionais. Existem dois tipos de reacGes hansénicas: Reacdo tipo 1 (RT1) ou
Reacdo Reversa (RR) e Reacdo tipo 2 (RT2), cuja principal manifestacdo é o Eritema Nodoso
Hansénico (ENH). Estes episddios sdo resultados de complexas interacGes entre o sistema
imune e o agente patolégico M. leprae e se caracterizam por manifestacdes inflamatdrias
agudas que podem ocorrer antes, durante ou apds tratamento medicamentoso em qualquer das
formas clinicas (SCOLLARD et al., 1994; NERY et al., 2006; KAMATH et al., 2014).

As células T reguladoras (Treg) sdo um subtipo de linfécito T CD4+ caracterizadas
pela expressdo do fator nuclear FoxP3 (Forkhead box P3) e alta expresséo da molécula CD25.
As Treg sdo especializadas e essenciais na modulacdo do sistema imune e manutencdo da
homeostasia do mesmo. Esta modulagéo ocorre pela supressdo da ativagdo de respostas
imunologicas ante aos antigenos exdgenos ou préprios, ou apos o final de toda resposta
imune, apds a eliminacdo do patégeno (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; HORI;
NOMURA; SAKAGUCHI, 2003).

Apesar das células Treg serem fundamentais na imunorregulacdo, o seu papel na
imunopatologia da hanseniase foi abordado em poucos estudos e estes trabalhos ainda
apresentam resultados controversos em relagdo a quantidade e funcdo destas células na
doenca. Alguns estudos demostraram um aumento da quantidade de células Treg nas formas
paucibacilares (ATTIA et al., 2010; ABDALLAH et al.,2014). Entretanto outros
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pesquisadores obtiveram resultados contrérios e observaram niveis elevados de Treg nas
formas multibacilares quando comparados com paucibacilares e individuos saudaveis
(PALERMO et al., 2012; COSTA, 2014).

Desta forma, € crucial que haja uma melhor compreensdo sobre o real papel das
células Treg na hanseniase, especialmente em casos de reacdo, o que podera contribuir ndo sé
para 0 entendimento da imunopatogénese como também indicar potenciais alvos ou

abordagens terapéuticas para esta doenca.
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2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Determinar o nimero de FoxP3, principal marcador das células Treg, nas diferentes

formas de hanseniase e reacGes hansénicas.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a eficéacia do kit ELISA (kit FoxP3 humano - LifeSpan BioSciences -
Seattle, Washington) em quantificar FoxP3 no sobrenadante de culturas de células
sanguineas, pois apesar deste kit j& estar comercialmente disponivel, ainda ndo haviam sido

realizados estudos sobre a sua sensibilidade.

. Quantificar a expressdo de FoxP3 no sobrenadante de culturas de células
sanguineas de pacientes com hanseniase paucibacilar ap6s estimulo com antigeno bruto de

M. leprae;

o Quantificar a expressdao de FoxP3 no sobrenadante de culturas de células
sanguineas de pacientes com hanseniase multibacilar apds estimulo com antigeno bruto de

M. leprae;

o Quantificar a expressdo de FoxP3 no sobrenadante de culturas de células

sanguineas de pacientes com reacdo tipo 1 apés estimulo com antigeno bruto de M. leprae;

o Quantificar a expressdo de FoxP3 no sobrenadante de culturas de células
sanguineas de pacientes com reacdo tipo 2 apés estimulo com antigeno bruto de M. leprae;

o Comparar 0 nimero de FoxP3 entre as diferentes formas de hanseniase,
pacientes com reacdo e individuos saudaveis, ap6s estimulo com antigeno bruto de M.

leprae;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hanseniase

3.1.1 Agente etiologico e transmissao

A hanseniase, conhecida desde os tempos biblicos como lepra, é uma doenca
infectocontagiosa de evolugéo cronica causada pelo agente etiolégico Mycobacterium leprae.
Este bacilo foi descrito em 1873, pelo médico noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen.
A hanseniase caracteriza-se por manifestacdes na pele e nos nervos periféricos, uma vez que 0
M. leprae tem predilecdo por macrdfagos e células de Schwann (BRATSCHI et al., 2015). O
M. leprae é uma bactéria intracelular obrigatoria, com forma de bastonete, gram-positiva,
alcool-acido resistente, que se cora em vermelho pela fucsina, ndo cultivavel em meios de
cultura artificiais, sendo isolada por técnicas de laboratério que utilizam modelos animais
como camundongos ou tatus para sua inoculacdo e multiplicagdo (TOMIMORI-
YAMASHITA & FLORIANO, 2006).

O tempo de geracdo do bacilo se da de forma muito lenta, levando em média 12,5 dias,
com uma divisdo binaria de 12 a 21 dias, tempo relativamente longo em comparacdo com
outras bactérias (REES, 1976). E é exatamente o fato de ser tdo fastidiosa que impede que o
M. leprae seja cultivado em meios de culturas artificiais. Nas preparacGes para exames
bacterioscdpicos, os bacilos podem ser vistos isolados ou em agrupamentos variados, como
por exemplo arranjos paralelos semelhantes a um maco de cigarros. O M. leprae é a Unica
micobactéria que apresenta esse tipo de disposicdo (NEVES, 2001; RIVITTI, 2014).

O mecanismo de transmissdo da hanseniase ainda ndo € bem elucidado. Devido ao
grande numero de bacilos excretados da cavidade nasal de pacientes multibacilares nao
tratados, a teoria mais difundida € a de que as vias aereas superiores destes pacientes sejam a
principal via de eliminagéo dos bacilos, assim como o trato respiratorio também é o principal
meio de entrada do agente no organismo (BRASIL, 2010). Porém, é necessario que haja uma
estreita associa¢do ou proximidade prolongada do individuo com os pacientes infectados com
formas baciliferas de hanseniase, situacdo observada nos contatos intradomiciliares. O risco
dos contatos intradomiciliares contrairem a doenca é cerca de 4 vezes maior do que Outros
individuos de uma populacdo geral (BRATSCHI et al., 2015). Outras possibilidades de
transmissdo também sdo relatadas, como através de hansenomas ulcerados, urina, fezes, suor,
leite materno, secre¢Bes vaginais, esperma e animais como insetos, tatus e chimpanzés
(NEVES, 2001; TRUMAN, 2005; SUZUKI et al., 2010).
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O bacilo possui alta infectividade e baixa patogenicidade, ou seja, muitas pessoas se
infectam em &reas endémicas, mas somente uma minoria adoece. A evolucdo da infeccdo €
lenta, levando ao aparecimento das manifestacbes muito tempo depois do contagio. Isto
ocorre devido ao longo periodo de incubacao ou periodo pré-clinico que varia, geralmente, de
3 a7anos (BRASIL, 2010).

3.1.2 Manifestacdes clinicas

A doenca se manifesta através de lesdes de pele com alteracbes de sensibilidade
térmica, tatil e dolorosa em qualquer regido do corpo. As lesGes mais comuns sdo manchas e
placas hipopigmentadas ou eritematosas, infiltragdes e nodulos (ALVES; FERREIRA;
NERY, 2014). Os disturbios sensitivos nas lesdes podem ser decorrentes tanto da acdo do
bacilo nos nervos quanto pela reacdo do sistema imune ao bacilo. Quando o aspecto neural da
doenga predomina em relacdo ao da pele, as primeiras evidéncias observadas Sdo nervos
periféricos espessados, com entorpecimento, formigamento ou dor. Neste caso, em que a
doenca se manifesta apenas por lesdes nos nervos periféricos, sem lesdo cutanea, denomina-se
hanseniase neural pura (YAWALKAR, 2009). Os nervos periféricos mais comumente
afetados, por ordem de frequéncia, sdo tibial posterior, ulnar, mediano, popliteo lateral, facial,
radial e trigémeo (WALKER; WITHINGTON; LOCKWOOD, 2013).

Complicagbes secundérias da neuropatia podem resultar em deformidades e
incapacidades fisicas, como atrofia muscular, articulacdes anquisoladas (sem movimento) e
em garras, alopecia (perda de cabelo), madarose (perda dos cilios e/ou sobrancelhas), triquiase
(desvio dos cilios para dentro do globo ocular), entrépio (inversao da pélpebra para dentro do
globo ocular) e logoftalmo (incapacidade de fechar o olho) (WALKER & LOCKWOOD,
2007; YAWALKAR, 2009). Devido ao comprometimento dos mecanismos de defesa, como a
capacidade de sentir dor, a visdo e o tato, os individuos com hanseniase tornam-se mais
vulneraveis aos riscos de acidentes, queimaduras, feridas e infeccbes que podem causar
necrose, levando a amputacdo da regido, ou até mesmo osteomielite com um processo de
reabsorcdo das extremidades dsseas, particularmente dedos dos pés e das méos (BRASIL,
2008).

3.1.3 Classificacéo clinica
Geralmente, a manifestacdo inicial da hanseniase é a forma indeterminada, que

apresenta resposta do hospedeiro e manifestacfes clinicas indiferenciadas, ndo permitindo a
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classificacdo clinica ou prognostico de evolucao da doenca. Pode evoluir para cura espontanea
ou vir a ser um prelddio para as formas determinadas (RIDLEY & JOPLING, 1966). E
caracterizada por uma mancha hipopigmentada, mal definida, com uma superficie lisa ou
escamosa, com a sensibilidade e o nervo proximal prejudicados ou ndo (SCOLLARD et al.,
2006).

Na década de 1960, os pesquisadores Ridley e Jopling criaram o sistema de
classificacdo da hanseniase, que é considerado o método mais completo e criterioso de
categorizacdo das diferentes manifestacdes da doenca. O sistema usa 0 conceito de hanseniase
espectral baseado em critérios clinicos, histopatolégicos e imunoldgicos (RIDLEY &
JOPLING, 1966). Segundo esse sistema foram estabelecidos cinco grupos para a
classificacdo, sendo dois polares (nas extremidades do espectro) e trés intermediarios. Em
uma extremidade estd o polo da forma TT, onde se encontram 0s pacientes que apresentam
forte resposta imune celular, a qual retarda a multiplicacdo do M. leprae, limitando a doenga a
poucas e definidas lesbes ou troncos nervosos. No outro polo, a hanseniase LL, estdo os
pacientes com auséncia de resposta imune celular especifica com abundante multiplicacéo
bacilar, resultando em muitas lesbes e infiltracdo extensa de pele e nervos. Entre os polos
encontra-se a forma borderline, dividida em BT, BB e BL. Tais formas sdo manifestadas por
pacientes imunologicamente instaveis, variando de acordo com a maior proximidade a um dos
polos, ou seja, de moderada (BT) a pouca imunidade celular (BL).

Na década de 1990, a OMS estabeleceu o uso de uma classificacdo operacional
simplificada para a hanseniase (Figura 1 e Quadro 1), puramente clinica, baseada na contagem
do nmero de lesdes de pele (WHO, 1988). De acordo com esta classificacdo 0s pacientes sao
subdividos em:

PB — possuem até cinco lesdes de pele. Inclui as formas indeterminada, TT e BT.

MB — sd@o observadas mais do que cinco lesdes de pele. Entram neste grupo as formas
BB, BL, LL.
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Figura 1. Classificagdo da hanseniase: A. Hanseniase indeterminada. B. Hanseniase Paucibacilar. C.
Hanseniase Multibacilar. Fonte: Adaptado de Guide to Eliminate Leprosy as a Public Health Problem (WHO,
2000).

Quadro 1. Classificades da hanseniase e suas caracteristicas clinicas.

Quadro Clinico I —

Ridley & Jopling | Operacional

Areas de hipo ou anestesia, parestesias, manchas
hipocromicas e/ou eritemo hipocromicas, com ou sem
diminui¢do da sudorese e rarefagao de pelos.

Indeterminada

U

Paucibacilar
Placas eritematosas, hipocromicas, até 05 lesGes de pele . (PB)
L . . Tuberculoide
bem delimitadas, hipo ou anestésicas, podendo ocorrer (T
comprometimento de nervos.
LesGes eritematosas planas com o centro claro. Lesdes
foveolares (eritematopigmentares de tonalidade ferruginosa Borderline
ou pardacenta), apresentando alteragdes de sensibilidade. (BT*, BB, BL)
Mais de 05 lesdes de pele. Multibacilar
. . . . (MB)
Eritema e infltracdo difusos, placas eritematosas de pele
infltradas e de bordas mal defnidas, tubérculos e nddulos, Lepromatosa
madarose, lesbes das mucosas, com alteracdo de (LL)
sensibilidade.

*A forma BT se enquadra na fase Paucibacilar da classificagdo operacional. Fonte: Adaptado de Brasil,
Ministério da Salde, Guia de Vigilancia em Salde (2014).

3.1.4 Imunologia

O desenvolvimento de diferentes formas da hanseniase esta diretamente relacionado
com a resposta imunoldgica do hospedeiro (Figura 2), na qual células como linfécitos T e
macrofagos exercem papéis fundamentais. Dessa forma, o predominio de resposta imune

celular ou humoral, frente a infeccdo pelo bacilo, pode influenciar a evolugdo da doenga e
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estar associado com as caracteristicas clinicas observadas nos pacientes com hanseniase TT e
LL, respectivamente (MORAES et al., 2006).

Individuos com uma predominancia de resposta imune Thl desenvolverdo um alto
grau de imunidade mediada por células, com formacao de granuloma que destruira os bacilos
levando & cura ou ao desenvolvimento da doenca localizada, caracteristica da forma TT.
Nestes pacientes, hd um aumento das citocinas interleucina-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-y)
e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (MODLIN, 1994; SIELING & MODLING, 1994;
SAMPAIO et al., 2012).

Ao contrério, individuos com uma predominancia de resposta Th2 tem anergia ao M.
leprae, ou seja, auséncia de imunidade mediada por células exibindo insuficiéncia das células
T especificas e disfuncdo de macréfagos. Ndo ha formacdo de uma resposta granulomatosa
eficaz, uma vez que os macréfagos englobam os bacilos, mas s6 sdo capazes de destrui-los
parcialmente. Os pacientes sdo caracterizados pela forte imunidade humoral, a qual exibe
altas concentragdes de anticorpos especificos ao M. leprae no soro, como o anti PGL-1
(glicolipideo-fendlico-1). Nota-se também um aumento das citocinas isoleucina-4 (IL-4),
isoleucina 5 (IL-5) e isoleucina 10 (IL-10) que possibilitam a sobrevivéncia e proliferacdo do
bacilo, levando a doenga sistémica, com a presenca de muitas lesdes e infiltracdes extensas na
pele e nos nervos, caracterizando assim a forma LL (SIELING et al., 1993; SIELING &
MODLING, 1994) .

Imunidade Celular Imunidade Humoral

e — p— p—

TT BT BB Bl LL

Figura 2. Formas clinicas da hanseniase e a relagdo com a imunidade do hospedeiro. Fonte: Adaptado de
Lockwood (2003).
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3.1.5 Diagnostico

O diagndstico precoce e o tratamento sdo essenciais para minimizar as incapacidades
trazidas pela doenca. O diagndstico é basicamente clinico, realizado por meio de anamnese
com analise historica e condi¢cdes de vida do paciente e de exame dermatoneurolégico, para
verificar a presenca de lesdes de pele com perda sensorial ou nervos periféricos espessados
(BRASIL, 2014). Exames complementares, como baciloscopia, histopatologia e sorologia
ajudam no diagndstico da doenca e na correta classificacdo dos pacientes. A baciloscopia
consiste na observacdo microscéopica do M. leprae em esfregacos de pele e é importante para
auxiliar no diagnostico diferencial com outras doenc¢as dermatoneuroldgicas, casos suspeitos
de recidiva e na classificagdo em PB ou MB para fins de tratamento. Um resultado positivo
classifica 0 caso como MB, independentemente do nimero de lesdes, mas um resultado
negativo ndo exclui o diagnostico de hanseniase, pois 0 exame é de baixa sensibilidade para
pacientes PB (BRASIL, 2010). J& no exame histopatoldgico ou bidpsia de pele verifica-se a
presenca e distribuicdo de infiltrado inflamatdrio, células epitelioides e células gigantes,
linfdcitos, formacdo de granuloma, presenca e quantidade de bacilos alcool-acido resistentes,
envolvimento neural, entre outras pesquisas (RIDLEY & JOPLING, 1966).

Outra ferramenta empregada no diagndstico da hanseniase é o teste sorolégico, que
consiste na deteccdo de anticorpos IgM anti-PGL-1, e ndo deve ser utilizado isoladamente,
mas sim como um auxiliar juntamente com os dados clinicos (CHO et al., 1983; MOURA et
al., 2008). Entretanto, o teste sorolégico ndo tem um grau satisfatorio de sensibilidade. Na
hanseniase PB ele possui baixa sensibilidade com soropositividade de 30% a 60%, visto que
esses pacientes apresentam sorologia negativa ou baixo nivel de anticorpos. Este teste é mais
aplicavel no diagnostico de hanseniase MB com soropositividade de 80% a 100% (MOURA
et al., 2008). A concentracdo desses anticorpos em MB € alta devido a ativagdo da resposta
humoral, que aumenta com o decorrer do tempo em fungdo da multiplicacdo do bacilo e a
dificuldade dos macrdfagos na eliminagdo do antigeno PGL-1 do organismo (MILLER,;
GORDER; HARNISCH, 1987).

Em 2003 Biihrer-Sékula e colaboradores descreveram um método chamado ML-Flow,
como alternativa a sorologia por ELISA para deteccdo de anticorpos anti PGL-1 para auxiliar
na classificacdo de pacientes em PB e MB apds diagndstico clinico. Tal método possui
especificidade e sensibilidade semelhantes ao de ELISA, porém ¢é um teste rapido de até 10
minutos, de facil execucdo, ndo requer equipamentos especiais ou refrigeracdo e € menos
invasivo que a baciloscopia (BUHRER-SEKULA et al., 2003).
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Testes cutdneos também j& foram utilizados para estimar a intensidade da resposta
imune celular especifica ao M. leprae, sendo o mais comum o teste de Mitsuda. Tal teste
baseia-se principalmente na reatividade do paciente a injecdo intradérmica com lepromina,
uma suspensao de bacilos de M. leprae mortos pelo calor (CONVIT et al., 1975). A reacdo a
lepromina é medida em aproximadamente 4 semanas e reflete a indugdo da resposta imune
celular frente ao M. leprae, manifestada pela formagdo de um granuloma celular epitelial
organizado. Caso ocorra a reacdo granulomatosa o teste é dado como positivo, associando-se
com hanseniase TT. Do contrério, € tido como negativo, ou seja, a auséncia da reatividade
imunolégica é associada com o polo LL (HARBOE, 1985). Porém o teste de Mitsuda nédo
deve ser utilizado como diagnostico, devido a reacdo cruzada com outras micobactérias,
especialmente com a vacina BCG (Mycobacterium bovis), possuindo apenas valor
prognoéstico ja que estabelece o perfil imunolégico do individuo frente ao M. leprae
(BRENNAN, 2000).

Com o avanco da bioinformética e da biologia molecular e devido a falta de um
diagnostico eficaz, varios estudos vém sendo desenvolvidos em busca de novas alternativas
qgue possam detectar a doenca de forma precoce e facilitar na escolha do tratamento,
principalmente com proteinas recombinantes do M. leprae. Alguns estudos investigaram e
revelaram a potencial aplicacdo diagndstica de antigenos do M. leprae em ensaios baseados
em resposta imune celular ou em ensaios soroldgicos, ou seja, testes que possam diagnosticar
tanto hanseniase PB quanto MB, respectivamente (REECE et al., 2006; DUTHIE et al., 2008;
STEFANI, 2008; GELUK; DUTHIE; SPENCER, 2011; SAMPAIO et al., 2011; SPENCER
etal., 2012).

3.1.6 Tratamento

A hanseniase tem cura e 0 tratamento consiste na associacdo de medicamentos, a
multidrogaterapia (MDT) ou poliquimioterapia, recomendada pela OMS em 1981 (WHO,
1994). Os farmacos utilizados sdo uma combinacdo de rifampicina, dapsona e clofazimina,

conforme ilustrado na Figura 3.
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Dapsona
| Dapsona
Dose mensal { Dose mensal
supervisionada supervisionada
S5 Clofazimina
I Rifampicina Rifampicina
Dose didria Dose didria \ Dapsona
auto- Dapsona auto-
administrada administrada
\ Clofazimina
X
Cartela PB Cartela MB

Figura 3. Cartelas com medicamentos dos esquemas padrfes de multidrogaterapia para adultos. Fonte: Brasil,
Ministério da Salde, Guia para o Controle da hanseniase, 2002.

A administracdo € feita pelo esquema padrdo de acordo com o diagnéstico e a
classificacéo clinica do paciente. Para o tratamento de adultos PB usa-se rifampicina 600 mg
(01 dose mensal supervisionada — 02 capsulas de 300 mg) e dapsona 100 mg (01 dose mensal
supervisionada e 01 dose diaria auto-administrada), com duracdo de seis doses
supervisionadas de rifampicina em até nove meses. Ja para MB, tem-se rifampicina 600 mg
(01 dose mensal supervisionada — 02 capsulas de 300 mg), dapsona 100 mg (01 dose mensal
supervisionada e 01 dose diaria auto-administrada) e clofazimina (01 dose mensal de 300 mg
— 03 capsulas de 100 mg — supervisionada e 01 dose diaria de 50 mg auto-administrada), com
duracdo de doze doses supervisionadas de rifampicina em até dezoito meses (WHO, 2000). A
alta por cura é dada ap6s a administracdo do nimero de doses preconizado pelo esquema

terapéutico dentro do prazo recomendado (BRASIL, 2010).

3.1.7 Epidemiologia

A introducdo da MDT na decada de 80 e da decisdo da OMS na decada de 90 para
eliminacdo da hanseniase como um problema de saude publica, estabelecendo como meta a
reducdo da taxa global de prevaléncia para 1 caso a cada 10.000 habitantes (WHO, 1991),
foram eventos marcantes que contribuiram no controle da doenca com notével reducdo do
ndmero de casos.

O numero de casos a nivel mundial diminuiu drasticamente nas Ultimas décadas, ap6s
a introducdo da MDT. De 5.351.408 casos registrados na década de 80, este nimero reduziu
para 175.554 casos no ano de 2014 (WHO, 2015). Dados da OMS mostram que em 1995 a
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prevaléncia mundial da hanseniase era de 2,3/10.000 habitantes (WHO, 1996). Atualmente, a
taxa de prevaléncia € registrada em 0,31/10.000 habitantes (WHO, 2015).

Apesar do declinio apresentado na prevaléncia, a incidéncia da doenca tem caido
lentamente. Um total de 213.899 novos casos foi detectado no mundo em 2014 indicando que,
apesar do sucesso do tratamento, a transmissdo da doenca estd ativa e a prevaléncia é um
pardmetro inadequado para se avaliar o controle da infecgdo. Ainda em 2014 treze paises
foram considerados endémicos, com mais de 1000 novos casos: Bangladesh, Brasil,
Republica Democratica do Congo, Etidpia, India, Indonésia, Madagascar, Mianmar, Nepal,
Nigéria, Filipinas, Sri Lanka e Tanzéania. Juntos, eles representam 94% da prevaléncia global
(WHO, 2015).

O Brasil, a India e a Indonésia sdo responsaveis por 81% dos casos novos de
hanseniase no mundo todo. E o Brasil ainda continua como o segundo pais mais afetado do
mundo, com 31.064 casos novos, representando aproximadamente 92% do total de casos
novos constatados nas Américas durante 2014 (WHO, 2015). Em 2005 tinha-se registrado um
total de 30.693 casos no Brasil, com uma taxa de prevaléncia de 1,7 por 10.000 habitantes.
Em 2014 esse numero diminuiu para 25.738 casos, com um coeficiente de prevaléncia de
1,27. Ou seja, ainda acima da meta determinada pela OMS (WHO, 2005; WHO, 2015).

Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) no
Brasil as regides mais endémicas em ordem decrescente sdo Centro-Oeste, Norte e Nordeste,
com taxas de prevaléncia acima da meta definida pela OMS. O Centro-Oeste possui a maior
taxa de prevaléncia, 3,93 casos para cada 10 mil habitantes. Ainda referente a 2014, Goias € 0
oitavo estado brasileiro com maior indice de endemia apresentando 1.351 casos de hanseniase
notificados, com coeficiente de prevaléncia de 2,07 e um total de 1.890 novos casos
detectados (BRASIL, 2014).

3.1.8 Vacina BCG como prevencéo da doenca

Os atuais programas de controle da hanseniase estdo focados principalmente na
deteccdo e tratamento da doenga. Ndo se tem ainda a existéncia de uma vacina especifica
capaz de impedir a disseminacdo da hanseniase. O desenvolvimento de tal vacina é um
desafio devido a impossibilidade de se cultivar o M. leprae in vitro (STEFANI, 2008). Como
profilaxia é utilizada a imunizacdo com a bactéria atenuada derivada de Mycobacterium bovis
(vacina BCG — bacilo Calmette-Guérin), inicialmente empregada no controle da tuberculose e
que confere protegéo cruzada contra M. leprae (SETIA et al., 2006; ZODPEY, 2007).
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A presenca da cicatriz deixada pela BCG no brago direito, na altura da insercao
inferior do masculo deltoide, tem sido reconhecida como um fator de protecdo contra a
infeccdo por M. leprae (BRASIL, 2014). Porém, estudos demonstram que a eficacia da vacina
tem um grau de protecdo bastante variavel: de 41% em estudos experimentais a 60% em
estudos observacionais (MERLE; CUNHA; RODRIGUES, 2010). Além disso, a protecdo
oferecida pela BCG é maior em individuos mais jovens e diminui ao longo do tempo
(RODRIGUES et al., 2007). Estudos também sugerem que ha uma baixa protecdo para a
hanseniase PB, cerca de 62%, enquanto que para a forma MB parece haver maior protecao
com 76% (MERLE; CUNHA; RODRIGUES, 2010).

3.2  Reagdes Hansénicas

A hanseniase, apesar de ser uma doenca de evolucdo cronica e insidiosa, pode ser
acometida por episddios agudos, denominados reacdes hansénicas ou estados reacionais.
Essas reacOes se caracterizam por exacerbados quadros inflamatérios localizados ou
sistémicos decorrentes de complexas interacdes entre o sistema imune e antigenos do M.
leprae. Elas podem ocorrer antes do diagnéstico da doenca, durante ou depois do tratamento
com MDT (BRASIL, 2014).

As reagdes hansénicas acometem cerca de 30 a 50% dos pacientes com hanseniase,
podendo ocorrer em quase todas as formas clinicas da doenca, exceto a indeterminada. Esses
episdédios sdo mais frequentes durante o primeiro ano de tratamento e em casos MB, pois
guanto mais bacilifero for o paciente, maior a chance de se ter surtos reacionais
(SCOLLARD, 2006; BRITO; XIMENES; BUHRER-SEKULA, 2008).

Os mecanismos que desencadeiam os episodios reacionais ainda ndo sdo totalmente
esclarecidos. Porém, o aparecimento e a duracdo dos episédios reacionais estdo associados a
uma série de fatores, dentre eles resposta terapéutica, capacidade de resposta imunoldgica do
hospedeiro, bem como idade, vacinacdo, gestacdo, estresses fisico e emocional, infecgdes
intercorrentes e uso de medicamentos, principalmente antibioticos e quimioterapicos (FOSS,
2003; KAHAWITA & LOCKWOOD, 2008; YAWALKAR, 2009; SCOLLARD et al., 2015).

A gravidade dos estados reacionais decorre, principalmente, do comprometimento dos
nervos periféricos. A reacao inflamatoria neural pode desencadear alteracbes permanentes das
funcBes dos nervos acometidos e constitui elevado poder incapacitante, resultando em perda
da sensibilidade, dor neuropética cronica, paresias e deformidades fisicas irreversiveis
(LOCKWOOD et al., 1993; SCOLLARD et al, 1994; BRITTON, 1998). Estas
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consequéncias acabam por estigmatizar os pacientes e se associam com significativo prejuizo
da sua qualidade de vida (MARTINS, 2008; VAN VEEN, 2009).

Existem dois tipos de reagdes classificadas de acordo com Ridley (1969): reacéo tipo 1
(RT1) ou reacdo reversa (RR) e reacdo tipo 2 (RT2), cuja principal manifestacdo é o eritema
nodoso hansénico (ENH). As duas reacBes apresentam condi¢Ges distintas inerentes a
fisiopatologia, quadro clinico e terapéutica que ocorrem separadamente, mas podem surgir em
momentos diferentes no mesmo paciente e ambas podem levar ao comprometimento da
funcdo neural.

Os pacientes com hanseniase podem também apresentar reacBes mistas,
ou seja, reacdes tipo 1 e 2 a0 mesmo tempo (FOSS, 2003; GONCALVES; SAMPAIO;
ANTUNES, 2008). Pode ocorrer, ainda, episodio reacional com dor e espessamento de
troncos nervosos, que alguns autores consideram um terceiro tipo de reacdo e denominam
neurite isolada (NERY et al., 2006; BRITO; XIMENES; BUHRER-SEKULA, 2008).

3.2.1 Reacdo Tipo 1l

A RT1 é a reacdo mais frequente e ocorre em qualquer forma clinica da hanseniase,
embora seja mais comum nas formas borderline, que sdo imunologicamente instaveis,
afetando de 15 a 30% destes pacientes (SCOLLARD, 2006). Também podem ser vistas, em
menor frequéncia, nos pacientes com a forma TT, e raramente na LL (BECK-BLEUMINK &
BERHE, 1992; FOSS, 2003). As RT1 podem ocorrer a qualquer momento, mas sdo
observadas principalmente no inicio do tratamento ou durante o primeiro ano de MDT (VAN
BRAKEL et al., 1994; BRITTON, 1998).

Clinicamente a RT1 se manifesta como inflamacdo aguda nas lesbes de pele, em
nervos periféricos ou em ambos (Figura 4). Na pele € caracterizada pelo aparecimento de
novas lesbes e exacerbacdo de lesGes pré-existentes com sinais de dor, eritema, infiltracéo,
calor local e edema, principalmente na regido da face e extremidades dos membros superiores
e inferiores (BRASIL, 2002). Nos casos mais graves podem ocorrer ulceracdo profunda e
necrose acentuada, levando a sequelas irreversiveis (NAAFS, 1992).

Embora as manifestacdes sejam localizadas e ndo haja comprometimento sistémico, a
RT1 é fortemente associada ao comprometimento dos nervos periféricos. O dano neural,
presente nessa reacdo, decorre da tendéncia original do M. leprae em invadir as células de
Schwann e da agdo de citocinas Thl que levam a degeneracdo axonal (RAMBUKKANA et

al., 1997). Nos nervos, em fungéo da resposta granulomatosa, ocorre espessamento de um ou
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mais nervos periféricos, acompanhadas ou ndo de dor aguda de intensidade variavel, a
chamada neurite. A neurite aguda, se ndo for tratada rapidamente e adequadamente, levara a
perda permanente da funcdo nervosa, com neuropatia periférica sensorial e motora,
acarretando em incapacidades fisicas como mdo em garra, pé caido e paralisia facial
(RAMBUKKANA, 2001; HARBOE; ASEFFA; LEEKASSA, 2005).

Figura 4. Reacdo hansénica tipo 1. A. Manchas avermelhadas, inchadas e dolorosas, nas méos e dedos apds
tratamento com MDT. B. Extensa mancha na face e espessamento do nervo auricular no pescocgo (seta). Fonte:
Adaptado de O Novo Atlas de Hanseniase (MCDOUGALL; YUASA, 2002).

Os mecanismos que levam a esse tipo de reagdo e os motivos de afetar ou ndo
determinados pacientes ainda sdo desconhecidos, porém a RT1 tem sido associada a um
stbito aumento da resposta imune do tipo Thl contra os antigenos do M. leprae. Nessa reacao
evidencia-se 0 aumento do numero de macrofagos e linfocitos T e redugdo do ndmero de
bacilos, indicando a atividade da reagdo na eliminagdo do agente patoldgico (KIRKALDY,
2003). Além disso, ha uma maior producdo de citocinas IFN-y e IL-12 (SREENIVASAN et
al., 1998), IL-1 (SARNO et al., 1991), IL-2, IL-6 e IL-8 (MORAES et al., 1999) e TNF-a,
sendo que esta ultima foi considerada uma das principais citocinas envolvidas na mediagéo do
dano neural, uma vez que € capaz de deteriorar as células de Schwann que produzem mielina
(KHANOLKAR-YOUNG et al., 1995).

3.2.2 Reagdo Tipo 2

A reacdo tipo 2 ocorre principalmente em pacientes multibacilares (BL e LL)
deficientes de imunidade celular contra os antigenos de M. leprae e com intensa resposta
imune humoral, seguida do surgimento exacerbado de uma resposta imune celular, antes
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muito fraca ou inexistente. Essa reacao € caracterizada pela alteracdo da imunidade humoral e
aumento da resposta imune celular, com forte reacdo inflamatoria sistémica relacionada a
deposicdo de imunocomplexos na parede vascular (NAAFS, 1992; BRITTON, 1998).

A RT2 ocorre com maior frequéncia durante o tratamento com MDT, quando as lesdes
cuténeas estdo em involucgdo, afetando 41% dos pacientes neste periodo (FEUTH et al., 2008).
Em outros casos a RT2 pode ser a primeira manifestacdo da hanseniase, possibilitando o
diagnostico da doenca, situacdo esta observada em um terco dos pacientes que desenvolvem
essa reacdo (SAUNDERSON; GEBRE & BYASS, 2000.). Além disso, fatores como
gravidez, lactagdo, ciclo menstrual, infecgdes intercorrentes, febre, vacinagido e estresse
psicoldégico podem precipitar o aparecimento do eritema nodoso (SCOLLARD et al., 1994).

A manifestacdo clinica mais frequente da RT2 é o ENH, que sdo nddulos
inflamatdrios, eritematosos, dolorosos, de coloracdo rdsea, tamanho variado, de surgimento
stbito em qualquer regido do corpo, que podem evoluir para pastulas e bolhas, com posterior
ulceracdo e formacdo de necrose nas formas mais graves, conforme ilustrado na Figura 5
(BRASIL, 2002). Ha comprometimento sisttmico do quadro podendo ocorrer febre, mal-
estar, sudorese, caquexia, ataxia, nauseas, vomitos, edema na face, maos e pés, que podem vir
acompanhados de infartamento ganglionar generalizado, hepatoesplenomegalia, dores
musculares e 6sseas (geralmente dor tibial), artrite, irite (inflamagdo da iris), iridociclite
(inflamacdo da parte anterior do olho, que inclui a iris e o corpo ciliar), orquite (inflamacéo do

testiculo), epididimite (inflamacdo do epididimo) e neuropatia. A reacdo inflamatdria neural

pode estar presente, mas geralmente € menos agressiva que a observada na RT1 (MITCHELL
& MEYERSON, 1996; KAHAWITA & LOCKWOOD, 2008).

Figura 5. Reacdo hansénica tipo 2. A. Eritema nodoso hansénico: nddulos e placas eritematosas, alguns com
centro violaceo, outros com pustulas. B. Eritema nodoso hansénico necrotizante com intimeras lesdes ulceradas.
Fonte: Adaptado de Atlas de Hanseniase (OPROMOLLA; URA, 2002).
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A etiologia da RT2 ndo é completamente conhecida, mas € associada a formacao de
imunocomplexos que circulam pelo sangue periférico e a exposi¢do repentina de novos
antigenos do M. leprae, antes ndo reconhecidos pelo sistema imune do paciente. Com o
tratamento da MDT ha destruicdo bacilar acentuada, liberacéo de fracdes antigénicas de M.
leprae e indugdo da formacdo do anticorpo anti PGL-1, resultando na sindrome do
imunocomplexo circulante, com depdsito do complexo antigeno-anticorpo nos espacos
teciduais e em vasos sanguineos e linfaticos (FOSS; CALLERA; ALBERTO, 1993;
STEFANI et al., 1998; BUHRER-SEKULA, 2008).

Na RT2 também se observa uma hiperatividade imunoldgica transitoria e repentina da
resposta imune Thl (MODLIN et al., 1986), com altos niveis de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-
10, além de infiltracdo de neutrofilos, indicando uma tendéncia mista a respostas Thl e Th2.
Porém, a elevagdo dos niveis de TNF-a ¢ associada a altas concentragcdes de IFN-y, que
atuando simultaneamente sobre os macrdofagos irdo estimular também a resposta imune
celular (SARNO et al., 1991; FOSS; OLIVEIRA; SILVA, 1993; MORAES et al., 1999;
SANTOS et al., 2002).

3.3  Células T reguladoras

O equilibrio entre a imunidade e a tolerancia é fundamental para manter a homeostasia
do sistema imune. Um dos mecanismos utilizados para manter esse equilibrio é a presenca e
atuacdo de células Treg (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003). Essas células sdo uma
subpopulacédo de linfécitos T CD4+ responsaveis pelo papel imunossupressor da atividade de
outros linfocitos e de outras células inflamatdrias ao inibir suas funcbes efetoras
(SAKAGUCHI et al., 1995; THORNTON & SHEVACH, 1998).

As Treg foram descritas primeiramente nos anos 70 (GERSHON & KONDO, 1970) e
representam de 5 a 10% do total dos linfécitos T CD4+ periféricos (SAKAGUCHI et al.,
1995). Tém papel essencial na manutengdo da auto-tolerancia imunologica ao suprimir a
ativacdo de linfocitos T reativos a antigenos proprios, bloqueando assim o desenvolvimento
de doencas autoimunes. Além disso, s&o responsaveis pela regulacdo da resposta imunologica
frente as infeccBes virais, bacterianas e parasitarias, dentre outras fontes de antigenos
exogenos, permitindo assim um retorno a homeostasia (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY,
2003).

Ha varios tipos de células Treg, dentre eles as naturais e as induzidas ou adaptativas.

As Treg naturais se originam no timo e adentram os tecidos periféricos para suprimir as
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células efetoras. J& as células induzidas sdo aquelas geradas a partir de linfocitos T CD4+
naives na periferia apds estimulos antigénicos e condi¢Bes de tolerancia ao longo da vida
(BLUESTONE & ABBAS, 2003; CHEN et al., 2003). Outras subpopulacdes de células T,
incluindo células T “natural killer” (NK), as células Tyd e células T CD8+ também podem
exercer fungdes de potentes supressores (SHEVACH & DAVIDSON, 2010).

Os mecanismos pelos quais os linfocitos Treg exercem sua fungéo
supressora ainda ndo estdo muito bem elucidados. Diversos estudos indicam que as células
Treg suprimem a resposta imune pela interacdo célula-célula, pela liberacdo de citocinas ou

competicéo por fatores de crescimento (Figura 6).
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Figura 6. Principais mecanismos pelos quais os linfocitos Treg podem suprimir a resposta de células T
efetoras. Fonte: Adaptado de Shevach (2009).

As celulas Treg sdo capazes de secretar altas quantidades de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e TGF-B, capazes de inibir diretamente as células T efetoras
(SAKAGUCHI et al., 2010; SHEVACH, 2009). Além disso, a alta expressdo de CD25
(receptor da IL-2) torna as células Treg capazes de atuar como grandes captadoras de IL-2 e
competidoras, levando assim as células T efetoras a apoptose (THORNTON & SHEVACH,
1998). Os linfécitos Treg podem também funcionar como células citotdxicas, ao liberar

perforinas/granzimas resultando em interrupcao do ciclo celular das T efetoras. Além disso,
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Treg podem expressar moléculas em sua superficie ou secretd-las, como por exemplo, a
Galectina-1 capaz de inibir a proliferacéo celular dos linfocitos T CD4+ (SHEVACH, 2009).

Todos estes mecanismos podem também ser utilizados por células Treg para inibir a
funcdo de células apresentadoras de antigeno (APC). Estudos apontam que a interacdo de
CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte—associated Antigen-4) em células Treg com CD80 e CD86
em células dendriticas seja uma via importante pela qual as células Treg possam mediar as
suas funcdes supressoras in vitro (SERRA et al., 2003; MISRA et al., 2004).

Além da alta expressdo da molécula CD25, as Treg expressam outros marcadores
moleculares como CTLA-4, GITR (receptor induzido por glicocorticoide) e o marcador
intracelular FoxP3, este ultimo considerado um dos mais importantes (FONTENOT et al.,
2005; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003). O FoxP3 é também o principal marcador
molecular para Treg largamente utilizado na identificacdo dessas células (BACCHETTA,;
GAMBINERI; RONCAROLO, 2007; RONCAROLO & GREGORI, 2008).

O FoxP3 parece ser o gene regulador principal da funcdo supressora das células T
CD4+ CD25+. Camundongos deficientes de FoxP3 morrem com 3-4 semanas de vida, devido
a uma sindrome linfo proliferativa autoimune fatal e rapida. Além disso, esses mesmos
camundongos sdo incapazes de gerar Treg (FONTENOT et al., 2005; HORI; NOMURA,;
SAKAGUCHI, 2003; YAGI et al., 2004). Outros estudos demonstraram também que
mutacdes no gene FoxP3 em humanos interferem no desenvolvimento de células Treg e sdo
responsaveis pela chamada sindrome de imunodisfuncdo poliendocrinopatica enteropética
ligada ao X (IPEX), doenca autoimune associada a desordens como enteropatia, diabetes tipo
1, tireoidite, bem como doenca intestinal inflamatéria e alergias (WILDIN; SMYK-
PEARSON; FILIPOVICH, 2002; O’GARRA & VIEIRA 2003).

3.3.1 Células Treg e hanseniase

A atividade funcional das células do sistema imune deve estar em condicOes
equilibradas para manter a homeostase imunolégica do organismo. Anormalidades no numero
e na funcdo das células Treg prejudicam o controle deste mecanismo de regula¢do imune e
podem contribuir e determinar o progresso de doencas infecciosas cronicas (BELKAID &
ROUSE, 2005). As células Treg tém sido alvo de investigacdes em diferentes doencas como
lUpus eritematoso, doencas reumaticas, dermatite, psoriase, sarcoidose, leishmaniose,
tuberculose e cancer cutaneo (CHEN et al., 2007, DE BOER et al., 2007, CRUVINEL et al.,
2008, CHIACCHIO et al., 2009).
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A contribuicdo dos Treg para a imunopatologia das doencas infecciosas € complexa.
Uma deplecédo de Treg pode levar a uma reacdo inflamatdria exacerbada do sistema imune na
tentativa de eliminar o micro-organismo e sua presenca pode suprimir a resposta imunoldgica,
auxiliando na persisténcia do patdégeno (BELKAID & ROUSE, 2005; SAKAGUSHI et al.,
2010). Recentemente, varios estudos tém mostrado esse duplo papel das células Treg.
Pesquisas realizadas em camundongos infectados com Candida albicans mostram que a
reducdo de ceélulas Treg induz um melhor controle da infeccdo, entretanto, aumenta a
inflamacéo patoldgica gastrointestinal (MONTAGNOLI et al., 2002). Por outro lado, estudos
demonstram que em camundongos portadores da infeccdo por Leishmania major a producgéo
de IL-10 por células Treg contribui diretamente para a persisténcia do parasito através da
modulacdo da funcdo das APCs ou inibicdo da producédo de citocinas por células do tipo Thl
(BELKAID et al., 2002; BELKAID, 2003).

Os dados na literatura a respeito do papel dos linfocitos Treg na imunopatologia da
hanseniase sdo escassos, além de os trabalhos usarem metodologias distintas (estudos “in
situ” com imunohistoquimica versus estudos em sangue periférico por citometria de fluxo) e
mostrarem resultados controversos. Em um estudo envolvendo 38 casos de hanseniase (9 TT,
6 BT, 4 BL, 8 LL, 3 BB e 6 ENH) e 38 controles saudaveis, utilizando citometria de fluxo,
Attia e colaboradores (2010) analisaram a expressdo de FoxP3 de linfécitos Treg circulantes e
verificaram um aumento desses na forma TT, comparado com controles. Além disso, houve
um aumento da expressdo de FoxP3 nos casos de RT2. Os resultados desse estudo sugerem
que a atividade das Treg pode ser benéfica para os doentes com hanseniase ao controlar a
disseminacdo do patdgeno, pois a resposta imune tenderia para o polo caracterizado pelo
predominio da imunidade celular da doenca.

Resultados semelhantes foram encontrados em outro trabalho. Um estudo avaliando o
namero de Treg CD4+CD25+FoxP3+ circulantes por citometria de fluxo em 43 pacientes
com hanseniase ndo tratados e 40 controles, verificou que o nivel de Treg foi
significativamente maior na forma TT em relacdo ao grupo controle, correlacionando o
achado com a alta imunidade mediada por células nesses pacientes (ABDALLAH et
al.,2014).

Esses dados diferem dos resultados de outro grupo que avaliou a expressdo de células
Treg na circulagdo por citometria de fluxo e em lesdes de pacientes com hanseniase, com
imunohistoquimica, bem como controles saudaveis. Uma maior frequéncia de Treg foi

observada em pacientes multibacilares comparados com paucibacilares e contatos, sugerindo
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que essas celulas podem desempenhar um papel patogénico na hanseniase, permitindo a
proliferacdo incontrolada do bacilo (PALERMO et al., 2012).

Fernandes e colaboradores (2013) também avaliaram as frequéncias de células FoxP3+
em pacientes hansénicos menores de 15 anos e em contatos. Os dados da avaliagdo por
citometria de fluxo mostraram que as células dos pacientes multibacilares apresentaram
frequéncias de Treg cerca de duas vezes maiores do que nos contatos.

Um estudo analisando células Treg em culturas de PBMCs e em lesdes cutaneas de
pacientes com hanseniase mostrou nimeros significativamente mais elevados de células T
CD8+CD25+FoxP3+ em LL em comparagdo com pacientes BT, enquanto a microscopia de
bidpsias cutaneas revelou um aumento no nimero de células FoxP3+ nas lesGes de LL em
comparacdo com as lesées TT e BT, inferindo que as células Treg desempenham um papel na
incapacidade de resposta Thl ao M. leprae em pacientes com a forma LL (BOBOSHA et al.,
2014).

Em estudos com andlises de culturas de PBMC estimuladas com antigeno e de lesbes
cutaneas de pacientes com hanseniase foi observado um aumento da porcentagem de células
Treg e maior expressdo génica para FoxP3 nas formas LL em compara¢do com pacientes TT
(SAINI et al., 2016). Resultados semelhantes foram verificados pelo mesmo grupo em um
estudo anterior, em que também houve maior expressdo de Treg em LL quando comparado
com BT (SAINI; RAMESH; NATH, 2014).

Em relacdo aos estudos com reacBes hansénicas, pesquisadores avaliaram a expressao
imunohistoquimica de FoxP3 em biopsias de pele de 20 casos de hanseniase, incluindo
diferentes formas clinicas e reacdes hansénicas. Nao houve diferenca estatistica da expressao
do FoxP3 entre as formas TT, BT, BL e LL. Entretanto, foi encontrado um aumento
estatisticamente significativo da expressdo de FoxP3 nos pacientes portadores de reagéo tipo
1, quando comparada com a RT2 e em pacientes sem reagdo, sugerindo que as células Treg
poderiam ter papel relevante na etiopatogenia da hanseniase (MASSONE et al, 2010).

Em outro estudo recente Parente e colaboradores (2015) verificaram a frequéncia e
distribuicdo de células Treg em diferentes formas clinicas e episddios reacionais de
hanseniase utilizando ensaios imunohistoquimicos. Foi observado um aumento significativo
da expressdo de FoxP3 em pacientes com RT1 quando comparados com pacientes nédo
reacionais (I, BT e LL). Porém ndo houve significancia estatistica entre as outras formas

clinicas.
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Achados semelhantes foram descritos por Vieira e colaboradores (2016). Os
pesquisadores analisaram a frequéncia de Treg circulantes em pacientes com RT1 e RT2 e
também a frequéncia in situ de células Tregs e verificaram que os doentes com RT2
apresentaram um numero marcadamente menor de Treg circulantes e in situ quando
comparados com pacientes RT1 e controles, levando a hipdtese de que em pacientes com RT2
a modulacdo de Treg pode favorecer o desenvolvimento de episodios reacionais.

Apesar de ja ser bastante estudado em outros modelos de doencas infecciosas, ainda ha
poucos estudos abordando células Treg/hanseniase. Além do mais, os estudos realizados até o
momento trazem resultados conflitantes e ndo esclareceram em definitivo qual o papel das
Treg na imunopatogénese da doenga. Por isso é muito importante a realizagdo de novos
trabalhos que visem esclarecer qual é a real funcdo das células Tregs na hanseniase,

especialmente em casos de reacdo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Grupo de pacientes e controles

Para a analise do nimero de células Treg no sangue periférico foram recrutados cinco
grupos de estudo:

Os grupos 1 e 2 eram constituidos por pacientes com hanseniase PB (n=10) e MB
(n=10), respectivamente. O recrutamento desses pacientes foi realizado no Centro de
Referéncia em Diagnostico e Terapéutica (CRDT) e no Hospital Anuar Auad, Goiania, Goias,
Brasil, no periodo compreendido entre janeiro e setembro de 2016.

Os grupos 3 e 4 foram compostos por pacientes com reacdo RT1 e RT2,
respectivamente, com n=10 em cada grupo. Todos os pacientes RT1 e RT2 foram submetidos
a exames dermatoneuroldgicos e classificados por um dermatologista com experiéncia em
diagndstico de hanseniase. O recrutamento de pacientes com reacdo foi realizado no Centro
de Referéncia em Diagndstico e Terapéutica e no Hospital Anuar Auad, Goiania, Goiés,
Brasil, no periodo compreendido entre janeiro e setembro de 2016. Todos os pacientes com
reacdo estavam em MDT. As amostras foram coletadas durante a ocorréncia do episodio
reacional.

No grupo 5 (n=10) encontravam-se os controles endémicos saudaveis (CES),
representados por individuos saudaveis sem histérico clinico ou familiar de hanseniase ou
tuberculose. Eles foram selecionados ap6s responderem questionario padronizado. O
recrutamento e coleta sanguinea do grupo CES foram realizados no laboratorio de Imunologia
da AIDS e Hanseniase do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica da Universidade
Federal de Goias (IPTSP - UFG), no periodo compreendido entre os meses de junho e julho
de 2016.

4.1.1 Critérios de incluséo

Grupo 1 (PB): Pacientes paucibacilares classificados como TT e BT, segundo critérios
clinicos e histopatoldgicos de Ridley & Jopling (1966). Foram recrutados para este estudo
pacientes com hanseniase PB recém-diagnosticados e virgens de tratamento especifico para
hanseniase.

Grupo 2 (MB): Pacientes multibacilares, classificados como BB, BL, ou LL, segundo

critérios clinicos e histopatolégicos de Ridley & Jopling (1966). Foram recrutados para este
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estudo pacientes com hanseniase MB recém-diagnosticados e virgens de tratamento
especifico para hanseniase.

Grupos 3 (RT1): Individuos com episddio reacional tipo 1, classificados segundo
critérios clinicos e histopatologicos de Ridley (1969). Foram recrutados para este estudo
pacientes com reacdo hansénica tipo 1, durante tratamento com MDT.

Grupo 4 (RT2): Individuos com episddio reacional tipo 2, classificados segundo
critérios clinicos e histopatologicos de Ridley (1969). Foram recrutados para este estudo
pacientes com reacdo hansénica tipo 2, durante tratamento com MDT.

Grupo 5 (CES): Individuos saudaveis residentes em Goiénia (&rea endémica para

hanseniase), sem historico de exposicao previa a hanseniase e tuberculose.

4.1.2 Critérios de excluséo
Foram excluidos do estudo pacientes com hanseniase classificados com a forma
indeterminada ou neural pura; individuos com sorologia sabidamente positiva para HIV;

gestantes e pacientes com idade inferior a dezoito anos.

4.2  Consulta clinica, entrevista e coleta sanguinea

Todos os pacientes com hanseniase foram submetidos a avaliacdo dermatoneuroldgica
e testes de sensibilidade tatil, térmica e dolorosa. Os testes de sensibilidade e a avaliacdo
dermatoneuroldgica foram realizados por dermatologista com comprovada experiéncia em
diagnostico clinico de hanseniase.

Apos a avaliacdo clinica e explicacdo sobre estudo, os voluntérios assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e responderam a um questionario padronizado
para a obtencdo de dados socio-demograficos. Em seguida realizou-se a coleta de sangue por
puncdo venosa em tubos secos (BD Vacutainer® - Franklin Lakes, NJ, USA) e em tubos com
heparina (BD Vacutainer® - Franklin Lakes, NJ, USA).

4.3  Determinacgdo da reatividade por estimulo de células mononucleares de sangue
periférico - PBMCs

Culturas de celulas mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram preparadas a
partir de sangue total heparinizado nédo diluido venoso. Para a separacdo das PBMCs, o
sangue total foi diluido em solucdo salina 0,9% estéril (1:2) em seguida pipetado
cuidadosamente em 3 vezes o volume em solucdo de FicollPaqueTM (Amersham
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Biosciences) sendo posteriormente centrifugado a 1000 g por 20 minutos a 4°C formando
assim uma interface entre os liquidos (anel branco), onde foi coletado o anel leucocitéario
usando pipeta pasteur. Apos a transferéncia para um novo tubo de poliestireno foi adicionado
salina 0,9%, e os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1000 xg a 4°C. As PBMC
foram, entdo, ressuspensas em RPMI-1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com
50000 U de penicilina/estreptomicina (BioWhittaker, Walkerville, MD) e 10% de soro
humano inativado pelo calor (Valley Biomedical Inc., Winchester, VA) e 2 x 10° células
foram adicionadas a cada poco de uma placa de 96 pocos (200 ul volume total por pogo -
Corning Inc., Corning, NY) e estimuladas com antigeno de sonicado de células de M. leprae
(MLCS). Apos 3 dias de incubacdo a 37 °C, 5% CO,, entdo ~ 100 ul de sobrenadante foram
recolhidos e armazenados a - 20 °C até realizacdo de ensaios por ELISA, para quantificar
Treg. Para cada ensaio, as estimulacGes foram conduzidas com 1 ml de MLCS sob uma

concentragédo de 10 pg/ml.

4.4  Deteccdo de Treg FoxP3+ por ELISA

A concentracdo de Treg FoxP3+, a partir de plasma e sobrenadantes da cultura de
PBMC estimulados com o antigeno, foi determinada por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA), em duplicata, com o kit FoxP3 humano, de acordo com as instrugdes do fabricante
(LifeSpan BioSciences - Seattle, Washington). Resumidamente, adicionou-se 100 pul de cada
amostra em pocos apropriados na placa de ELISA, pré-sensibilizada de fabrica com
anticorpos anti FoxP3. Apds duas horas e meia de incubagdo a temperatura ambiente, lavou-se
a placa. Em seguida, adicionou-se 100 ul de anticorpo biotinilado preparado em cada poco. A
placa foi incubada durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, adicionou-se
100 pl de solugdo de estreptavidina em cada pocgo. A placa foi entdo incubada durante 45
minutos & temperatura ambiente. Apos nova lavagem, adicionou-se 100 ul de TMB a cada
poco. A placa foi incubada, novamente, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente adicionou-se 50 ul de solugdo de parada a cada pogo. A densidade optica (DO) foi
lida a 450 nm. De acordo com o fabricante o limite minimo de detecgéo (sensibilidade) do kit

FoxP3 Humano era de 0,313 ng/ml.

45  Analise estatistica
O software GraphPad Prism v.5 foi utilizado para o célculo da mediana e valores
médios de DO e para realizacdo dos graficos box plot. A significancia estatistica foi avaliada
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pela analise de Kruskal-Wallis para comparacao de grupos multiplos e Mann-Whitney U para
comparacdo entre dois grupos. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando valores de p < 0,05 foram obtidos.

4.6  Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas/UFG e Comité
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (protocolo #12962). Todos os participantes foram
informados sobre os objetivos do estudo e os procedimentos envolvidos e, em seguida, foram
incluidos somente apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de
acordo com a Resolucdo 196/1996 do Conselho Nacional de Salde, com as alteracGes
466/2012 e 510/2016.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas dos pacientes com hanseniase, reacdo hansénica e controles
endémicos saudaveis

O presente estudo avaliou um total de 50 participantes. Desses, 20 eram portadores de
formas polares da hanseniase e 20 de rea¢es hansénicas constituindo os grupos de estudo. O
grupo controle foi representado por 10 participantes que eram individuos sadios residentes em
area endémica da doenca. Dos 40 pacientes que participaram dos grupos de estudo, 19
(47,5%) eram do sexo feminino e 21 (52,5%) do sexo masculino. Dos 10 pacientes que
participaram do grupo controle, 04 eram do sexo feminino e 06 do sexo masculino.

O grupo PB foi constituido por 04 pacientes do sexo masculino e 06 do sexo feminino.
O grupo MB foi constituido por 04 individuos do sexo masculino e 06 do sexo feminino. O
grupo RT1 foi composto por 10 pacientes, sendo 05 de cada sexo. Ja para o grupo RT2 foram
recrutados 06 homens e 04 mulheres.

A idade variou de 18 a 86 anos nos grupos de estudo com média de 49,7 (+ 15,7) e de
18 a 76 anos no grupo controle com média de 43,0 (+ 19,2). A diferenca entre essas médias
ndo se mostrou significativa (p = 0,2505). As medianas de idade dos grupos de estudo
distribuidos de acordo com o diagndstico clinico foram: PB 36,8 (variacdo de 19 a 78 anos);
MB 38,0 (variacdo de 18 a 81 anos); RT1 37,1 (variacdo de 18 a 77 anos); RT2 37,5 (variacdo
de 19 a 86 anos); Controle 37,3 (variagdo de 18 a 76 anos). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas de idade para os grupos, com p = 0,6873.

No grupo dos pacientes com hanseniase PB todos apresentaram baciloscopia negativa,
sendo a maioria deles classificados como forma BT, segundo critérios de Ridley-Jopling. Para
0 grupo de pacientes com hanseniase MB a mediana do indice baciloscépico foi 2,1, com
proporcao de 07 individuos classificados como forma BL e 03 como LL, segundo critérios de
Ridley-Jopling. A mediana do indice baciloscopico no grupo RT1 foi igual a 0,5 (variagdo de
0 a 2) e no grupo RT2 de 2,1 (variagdo de 0,5 a 3,0), sendo a maioria dos pacientes
classificados como BL e LL, respectivamente.

A Tabela 1 mostra as principais caracteristicas dos pacientes com hanseniase PB e

MB, com reacgéo tipo 1 ou tipo 2 e do grupo de controles.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo com hanseniase, reacdo hansénica e
controles.

PB MB RT1 RT2 CES
Sexo 6F/4M  4F/6M 5F/5M 4F/6M 4F/6M
dade 36,8 (19-78) 38(18-81)  37,1(18-77)  37,5(19-86) 37,3 (18-76)
Indice 0 21(0540)  05(0-2) 2,1(0,5-3,0) na.

Baciloscépico

Forma clinica

. . 3TT/7BT 7BL/3LL 1BT/7BLU/2LL 1BB/4BL/5LL n.a.
(Ridley-Jopling)

F - feminino; M - masculino; TT - forma tuberculéide; BT- forma borderline-tuberculéide; BB - forma
borderline-borderline; BL - forma borderline-lepromatosa; LL - forma lepromatosa; n.a.- ndo aplicavel. A idade
e o indice baciloscopico estdo expressos em mediana (minimo-maximo).

5.2 Determinacao do numero de células Treg FoxP3+

A expressdo de células Treg nos grupos de estudo e controle foi investigada usando o
método de ELISA para a medi¢cdo do marcador FoxP3 no plasma e no sobrenadante de
PBMC:s.

Conforme demonstrado na Figura 7, ndo houve qualquer diferenca na expressdo de
FoxP3+ medido diretamente no plasma, na auséncia de estimulos, entre os grupos analisados.
Ou seja, a quantidade de células Treg circulantes foi similar quando se comparou os niveis de

FoxP3 do grupo de individuos saudaveis com pacientes, com ou sem reacao.
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Figura 7. Quantificacdo de células
20 p=04861 Treg FoxP3+ no plasma. O nimero de
- Treg FoxP3 no plasma de pacientes com
hanseniase e controles foi determinado
por ELISA. CES — controles endémicos
T saudaveis; PB — hanseniase paucibacilar;
MB — hanseniase multibacilar; RT1 —
T reacdo tipo 1; RT2 - reacdo tipo 2. Os
resultados sdo apresentados como box
T T . plot, interquartil (25-75%) e a linha preta
L dentro de cada caixa indica o valor da
mediana, n = 10 por grupo. P < 0,05 foi
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ApoOs estimulados com o antigeno MLCS, as PBMCs de todos 0s grupos
demonstraram aumento estatisticamente significativo na expressdo de FoxP3 quando
comparados com individuos saudaveis. A mediana do nimero de FoxP3 no grupo de

individuos saudaveis foi de 5,38 ng/ ml (Figura 8).
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Figura 8. Numero de células Treg FoxP3+ em PBMCs de pacientes versus individuos saudaveis ap6s
estimulo. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com hanseniase e controles
foram estimuladas in vitro com sonicado celular do M. leprae (“M. leprae cell sonicate” - MLCS). O nimero
total de células Treg FoxP3 foi determinado por ELISA. CES — controles endémicos saudaveis, PB —
hanseniase paucibacilar, MB — hanseniase multibacilar, RT1 - reacdo tipo 1, RT2 - reacdo tipo 2. Os
resultados sdo apresentados como box plot, interquartil (25-75%) e a linha preta dentro de cada caixa indica o
valor da mediana, n = 10 por grupo. P < 0,05 foi considerado como significante.

Conforme ilustrado na Figura 9, ao analisar as amostras de pacientes com as formas
polares da hanseniase foi observado um aumento significativo (cerca de 2,5 vezes mais) da
expressao de células Treg em pacientes MB, com 16 ng/ml de Foxp3, quando comparados

com PB que apresentaram mediana de 6,83 ng/ml, (p < 0,0001).



FoxP3+ (ng/ml)

101
5

p=<0,0001

&

>
Y‘\'\

43

Figura 9. Numero de células Treg FoxP3+ em PBMCs de pacientes PB versus pacientes MB apds
estimulo. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com hanseniase foram
estimuladas in vitro com sonicado celular do M. leprae (“M. leprae cell sonicate” - MLCS). O nimero total
de células Treg FoxP3 foi determinado por ELISA. PB — hanseniase paucibacilar, MB — hanseniase
multibacilar. Os resultados sdo apresentados como box plot, interquartil (25-75%) e a linha preta dentro de
cada caixa indica o valor da mediana, n = 10 por grupo. P < 0,05 foi considerado como significante.

Ao se comparar as respostas de pacientes MB e pacientes RT2, verificou-se que nédo

houve diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,2176), que demonstraram uma expressdo de

14,1 e 16,1 ng/ml de Foxp3, respectivamente, apo6s o estimulo com MLCS (Figura 10).
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Figura 10. Numero de células Treg FoxP3+
em PBMCs de pacientes MB versus
pacientes com RT2 apéds estimulo. As células
mononucleares de sangue periférico (PBMC)
de pacientes com hanseniase foram estimuladas
in vitro com sonicado celular do M. leprae
(“M. leprae cell sonicate” - MLCS). O nimero
total de células Treg FoxP3 foi determinado
por ELISA. MB - hanseniase multibacilar;
RT2 - reagdo tipo 2. Os resultados sdo
apresentados como box plot, interquartil (25-
75%) e a linha preta dentro de cada caixa
indica o valor da mediana, n = 10 por grupo. P
< 0,05 foi considerado como significante.
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Em contrapartida, o grupo de individuos com episddios reacionais do tipo 1
apresentou a maior expressdo de Foxp3, com mediana de 33,3 ng/ml. A quantidade de Treg
Foxp3+ em pacientes RT1 foi cerca de seis vezes maior que a de individuos saudaveis e mais
que o dobro que dos individuos RT2 (Figura 11).
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Figura 11. Namero de células Treg FoxP3+ em PBMCs de pacientes RT1 versus controles saudaveis
e pacientes RT2 apo6s estimulo. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com
hanseniase foram estimuladas in vitro com sonicado celular do M. leprae (“M. leprae cell sonicate” -
MLCS). O nimero total de células Treg FoxP3 foi determinado por ELISA. CES — controles endémicos
saudaveis, RT1 - reacdo tipo 1, RT2 - reagdo tipo 2. Os resultados sdo apresentados como box plot,
interquartil (25-75%) e a linha preta dentro de cada caixa indica o valor da mediana, n = 10 por grupo. P <
0,05 foi considerado como significante.

A hanseniase é caracterizada por um amplo espectro de formas clinicas. A
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo por M. leprae vai depender do tipo de resposta
imune (Thl ou Th2) gerada pelo sujeito infectado. Enquanto pacientes PB sdo caracterizados
por uma forte resposta Thl com expresséo de citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a, do outro lado do
polo, nos MB, ha fraca imunidade mediada por células, levando a predominancia de resposta
Th2 e producédo de citocinas IL-4, IL-10, dentre outras (MODLIN, 1994; SAMPAIO et al.,
2012).

A imunidade celular especifica é mediada principalmente pelos linfécitos T. As
células Treg sdo um subtipo de linfécito T CD4+ caracterizadas pela expressdo da molécula
CD25+ e alta expressdo do fator nuclear FoxP3 (Forkhead box P3). As Tregs sdo essenciais

na modulacdo do sistema imune atraves da supressdo da ativacdo de respostas imunologicas
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ante a antigenos exdgenos ou proprios (auto-toleréncia) (SAKAGUCHI et al., 1995;
BLUESTONE & ABBAS, 2003).

Tregs também desempenham um papel essencial no controle da resposta imune
excessiva contra antigenos microbianos, especialmente contra patdgenos que estabelecem
infeccOes persistentes. E embora a existéncia de uma populagdo de células supressoras tenha
sido descrita em pacientes com hanseniase hd muitos anos (REA, 1983; BLOOM & MEHRA,
1984), o papel das Tregs foi abordado em poucos estudos e ainda ha controvérsias sobre a sua
funcdo na doenca e suas diferentes formas clinicas.

Neste estudo o papel e a frequéncia de células Treg CD25+FoxP3+ foram avaliados
nas diferentes formas de hanseniase. NGs observamos que, na auséncia do estimulo MLCS, o
namero de Treg FoxP3+ foi similar em todos os grupos analisados. E apds estimulada, essa
populacdo de linfécitos FoxP3+ foi observada em namero crescente nas PBMCs de todos 0s
pacientes, independente da forma clinica. Este resultado corrobora com trabalhos anteriores
que demonstraram que, independentemente da doenca infeciosa, a quantidade de células
Tregs circulantes é semelhante quando comparamos individuos doentes e saudaveis. A
diferenca na quantidade de células Treg, em individuos doentes e saudaveis sO é observada no
local da infeccdo ou em condicBes ex vivo apos estimulo com antigenos especificos (LUO et
al., 2017; ZEWDIE et al., 2016; BAHRAM I et al., 2014).

Nossos resultados séo fortemente divergentes de outros trabalhos que mostram as
células Treg aumentadas em pacientes PB quando comparados com pacientes MB
(ABDALLAH et al., 2014; ATTIA et al., 2010). Essa divergéncia de resultados pode ser
devido a diferencas genéticas das populacdes estudadas. Estudos com antigenos com
potencial aplicagdo diagnostica para a hanseniase demonstraram que populacdes
geneticamente diferentes podem apresentar distintos padrdes de resposta imune celular a uma
mesma proteina recombinante (ARAOZ et al., 2006, e DOCKERELL et al., 2000, GELUK &
OTTENHOFF, 2006).

Entretanto corroboram com estudos anteriores, em que foi observado um aumento
significativo de Treg em pacientes MB quando comparados com PB e individuos saudaveis
(FERNANDES et al., 2013; KUMAR et al., 2013; BOBOSHA et al., 2014; SADHU et al.,
2016). Acreditamos que este aumento esta supostamente relacionado com a anergia das
células T observada na forma MB da doenca. As células Treg teriam, entdo, um papel

patogénico crucial nesses individuos MB, pois 0 aumento da expressdo de Treg poderia
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aumentar a supressdo de resposta Thl, reduzindo a liberacdo de IFN-y, o que favorece a
sobrevivéncia e proliferagéo do bacilo.

Reacdes hansénicas ou episodios reacionais sdo resultados de complexas interacdes
entre o0 sistema imune e o0 agente patolégico M. leprae, caracterizados por manifestaces
inflamatorias agudas, com maior frequéncia em pacientes MB e que podem ocorrer antes,
durante ou apds tratamento com MDT (SCOLLARD et al., 1994). Neste estudo
determinamos a quantidade de células Treg FoxP3+ em culturas de PBMCs durante os
episddios reacionais, RT1 ou RT2, de pacientes em tratamento com MDT. Foi observado que
ambos os tipos reacionais tiveram um aumento do numero de Treg em comparagdo com
pacientes PB e CES (p < 0,001), mostrando concordancia parcial com um estudo recente em
que foi observada uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em pacientes com
RT1 em comparacdo com pacientes sem reacdo (PARENTE et al., 2015). A evidéncia de
aumento de Treg também foi observada em pacientes RT1 quando comparados com formas
n&o reacionais da doenga (TT, BT, BL, LL) (MASSONE et al., 2010).

Além disso, ao se comparar os dois grupos reacionais, 0 nimero de Treg FoxP3+ foi
significativamente maior em RT1 do que em RT2. O grupo de pacientes com RT1 apresentou
maior expressao de FoxP3, com mediana de 33,3 ng/ml, mais que o dobro dos pacientes RT2.
A mesma tendéncia de maior quantidade de células Treg em TR1 tambem foi observada em
estudos anteriores (ABDALLAH et al., 2014; COSTA, 2014; VIEIRA et al.,, 2016). O
aumento de Tregs durante o episodio reacional do tipo | parece estar relacionado com o dano
neural que ocorre nesse tipo de rea¢do devido a producéo de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) e de
citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a (ABDALLAH et al., 2014). Assim, sugere-se que
0 aumento das células FoxP3+ no grupo RT1 possa decorrer da tentativa de protecéo tissular
em um contexto de um processo inflamatério agudo e exacerbado.

Da mesma forma, a menor expressdo de células Treg FoxP3+ observada em pacientes
com RT2 estd associada com o0 mecanismo imunopatologico da reacdo, que se baseia na
hiperativagéo da resposta imune humoral.

Além de determinar o numero de células FoxP3+ e correlaciona-lo com as formas
clinicas de hanseniase e reacdes hansénicas, o presente trabalho apresentou algumas
vantagens em relagdo a trabalhos anteriores que tinham o mesmo objetivo. NOs trabalhamos
com o0 método de ELISA, enquanto a maioria dos trabalhos (SAINI et al., 2016; BOBOSHA
et al., 2014; KUMAR et al., 2013; FERNANDES et al., 2013; PALERMO et al., 2012;
ATTIA et al., 2010) pesquisaram FoxP3 em hanseniase utilizando ensaios mais sofisticados,
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como citometria de fluxo. A metodologia por citometria de fluxo € uma técnica onerosa e
pouco acessivel. Dessa forma, nossos resultados demonstram a eficécia do teste de ELISA na

medicdo de células Treg FoxP3+, além de ser um teste simples e mais barato.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados fornecem informagdes importantes sobre a participacédo
de células Treg nas diferentes formas de hanseniase e em reacdes hansénicas, demonstrando o
papel relevante destas células na imunopatologia da doenga. Nossos resultados sugerem que o
maior numero de Treg em pacientes com RT1 poderia ser benéfico para o hospedeiro como
um mecanismo de protecdo para tentar regular a resposta imune contra o M. leprae e atenuar a
ativacdo da resposta crbnica, limitando a patologia. Ou seja, as células Treg regulariam o
processo inflamatério agudo, evitando uma inflamagdo muito robusta comum na RT1, que
poderia ocasionar lesdes graves e incapacitantes nos tecidos e nervos.

Os resultados deste estudo sugerem ainda que a forte resposta de células Treg
FoxP3+ diminui a resposta imune Thl em pacientes MB e RT2, o que permite a sobrevida e
dispersdo dos bacilos nestas formas de hanseniase.

Além disso, o estudo também provou a eficiéncia do teste de ELISA em medir
células T reguladoras FoxP3+. Estudos com um numero maior de pacientes e controles,
usando inclusive outros marcadores de células Treg, como CD25 e a citocina TGF-, devem
ser realizados para analise de Treg em hanseniase. Outras populacdes endémicas e nao
endémicas, prioritariamente de outros paises, também devem ser testadas para confirmar o

potencial uso e eficacia do teste de ELISA na medicdo de células FoxP3+.
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