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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica da pele e dos nervos causada pelo
patégeno intracelular Mycobacterium leprae. E caracterizada por um espectro de
formas clinicas relacionadas a resposta imune do hospedeiro frente ao M. leprae.
Pacientes com hanseniase tuberculdide (TT) tém imunidade mediada por células
(CMI) com eliminacdo dos bacilos, enquanto que pacientes com hanseniase
virchowiana (VV) exibem CMI defeituoso para o M. leprae. Apesar dos avancos na
compreensdao da patogénese da hanseniase e no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, ha a necessidade de identificacdo e/ou validacdo de
biomarcadores que possam ser utilizados no diagnostico precoce, na discriminacao
entre as diferentes formas da doenca e, adicionalmente, como marcadores
prognosticos. Portanto, neste estudo, foi analisado o perfil de citocinas IFN-y, IL-1f,
IL-6, IL8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, a fim de abordar a contribuigéo
destas citocinas na fase tardia da infeccdo pelo M. leprae antes e ap0s o tratamento.
Os resultados demonstraram que 0s pacientes do grupo VV exibem maior expressao
dos niveis séricos de citocinas inflamatérias antes da terapéutica PQT, enquanto os
pacientes TT apresentaram equilibrio entre citocinas inflamatérias e reguladoras. O
impacto da PQT altera o perfil de citocinas séricas em pacientes infectados com M.
leprae, como evidenciado pela rede de citocinas, que apontou que 0s pacientes VV
apresentam um sistema multifacetado de citocinas caracterizado por fortes eixos de
ligacdo envolvendo moléculas pro-inflamatoérias e reguladoras. Por outro lado, os
pacientes TT apresentaram modesta rede geral de citocinas com baixo envolvimento
de citocinas reguladoras. Em conclusdo, o efeito do tratamento mostrou que a
terapéutica PQT desliga as respostas de citocinas com alteracbes importantes no
balanco da IL-6, IL-10 e IFN-y.

Palavras-chave: Hanseniase; Citocinas; Poliquimioterapia.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease of the skin and nerves caused by the
intracellular pathogen Mycobacterium leprae. It is characterized by a spectrum of
clinical forms depending on the host’s immune response to M. leprae. Patients with
tuberculoid leprosy (TT) have strong cell-mediated immunity (CMI) with elimination of
the bacilli, whereas patients with lepromatous leprosy (LL) exhibit defective CMI to M.
leprae. Despite advances in the understanding of the pathogenesis of leprosy and
the development of new therapeutic strategies, there is a need for the identification
and/or validation of biomarkers that can be used for early diagnosis, for
discrimination between different forms of the disease and, additionally, as prognostic
markers. Therefore in this study the profile of IFN-y, IL-13, IL-6, IL8, IL-10, IL-12p70,
IL-13, IL-17A and TNF was analyzed in order to address the contribution of these
cytokines in late phase of M. leprae infection before and after treatment. The results
demonstrated that patients of LL group presented higher expression of serum levels
of inflammatory cytokines before MDT therapy, while TT patients presented a
balance between inflammatory and regulatory cytokines. The impact of MDT therapy
changes the profile of serum cytokines in M. leprae infected patients, as evidenced
by the cytokine network, which pointed out that LL patients displayed a multifaceted
cytokine system characterized by strong connecting axes involving pro-
inflammatory/regulatory molecules. On the other hand, TT patients presented and
overall modest cytokine network with low involvement of regulatory cytokines. In
conclusion, the effect of treatment showed that the MDT therapy switches off

cytokine responses with important changes in the balance of IL-6, IL-10 and IFN-y.

Keywords: Leprosy; Cytokines; Multidrug therapy.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O projeto “Andlise do perfil de citocinas séricas em pacientes com as formas
polares da hanseniase, antes e seis meses apos inicio da poliquimioterapia” foi
desenvolvido na linha de pesquisa "Epidemiologia e controle das doencas
infecciosas e parasitarias”, e esta inserido no grupo de pesquisa "Hanseniase", no
qual se desenvolvem diversos trabalhos paralelos e complementares a este.

Os pacientes incluidos neste estudo foram atendidos no Hospital Eduardo de
Menezes (HEM), onde foram realizados o diagndstico e a classificacdo clinica, pela
Dra. Sandra Lyon, dermatologista do servico de Referéncia Estadual em
Dermatologia Sanitaria do HEM. A classificacdo histopatologica foi realizada no
Centro Especializado em Anatomia Patolégica (CEAP), pelo Dr. Moisés Salgado
Pedrosa, especialista em patologia pela Sociedade Brasileira de Patologia.

Durante o desenvolvimento deste estudo, o discente Fabio Cassirer Costa
participou de todas as etapas, bem como da orientacdo e selecdo dos pacientes,
acompanhamento da coleta da amostra (sangue periférico), realizacao do teste de
fluxo lateral para o Mycobacterium leprae (ML Flow), processamento da amostra,
realizacdo do protocolo de dosagem de citocinas através do sistema de ensaio com
microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array - CBA) e analise dos resultados
pelo software FCAP Array. Os experimentos imunologicos foram desenvolvidos no
Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) do Centro de Pesquisa
René Rachou (CPgRR), FIOCRUZ/MG, sob a coordenacdo da Dra. Jordana
Grazziela Alves Coelho dos Reis.A leitura dos experimentos foi realizada pela
plataforma de citometria de fluxo do CPqRR.

A presente dissertacdo de mestrado teve como objetivo avaliar o perfil de
citocinas séricas nas formas polares da hanseniase, antes e seis meses apdés inicio
do tratamento e em individuos néo infectados. Para tanto, avaliou-se a producéo das
citocinas IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF.

A dissertacdo foi estruturada em dez partes principais: | - Consideracdes
iniciais; Il - Introducéo; Ill - Revisdo da literatura; IV - Objetivos; V - Populacao,
materiais e métodos; VI - Resultados; VII - Discussao; VIII — Conclusao; IX —

Referéncias bibliograficas e X — Anexos.
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2 INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca crbnica, granulomatosa, causada pelo
Mycobacterium leprae, bacilo intracelular obrigatorio, que possui predilecdo por
macrofagos da pele e células de Schwann (camada lipidica que recobre os nervos
periféricos) (SHEPARD, 1962; SCOLLARD et al., 2006). A doenca ainda € um
grande problema de saude publica em varios paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, como o Brasil, devido ao surgimento de casos novos todos 0s
anos (BRASIL, 2008; WHO, 2014). Somente no Brasil, em 2014, foram notificados
31.064 casos novos, sendo 1.187 casos em Minas Gerais (WHO, 2014).

A hanseniase manifesta-se, principalmente, por lesbes cutaneas e danos
neurais, com reducdo de sensibilidade, apresentando alto potencial de causar
deformidades e incapacidades fisicas irreversiveis, decorrentes, principalmente, da
resposta inflamatéria cronica e granulomatosa (SCOLLARD et al., 2006).

Sao varios os fatores que determinam o aparecimento das manifestacdes
clinicas que acometem os pacientes, entre eles, aqueles préprios do hospedeiro,
como genéticos e imunoldgicos, os intrinsecos ao agente causal e os ambientais
(GELUK; OTTENHOF, 2006; REA; MODLIN, 2010). E fato amplamente conhecido
gue a baixa viruléncia do M. leprae, combinada a uma resposta imune efetiva, esta
associada a resisténcia para o desenvolvimento da hanseniase. Esta se manifesta
em diferentes formas clinicas, que sdo determinadas pelo delineamento da resposta
imune do individuo infectado (ALTER et al., 2011). Dentro desse contexto, 0s
pacientes com a forma tuberculéide apresentam forte resposta inflamatoria do tipo
Thl, destruicdo das fibras nervosas em areas especificas, levando ao aparecimento
na pele de lesdes localizadas e bem demarcadas, com perda de sensibilidade
térmica e dolorosa. Na deficiéncia de uma resposta Thl eficiente, ocorre
disseminagéo do bacilo, levando ao quadro da hanseniase virchowiana. Nesse caso
0s macrofagos estéo repletos de parasito e ha escassez de linfocitos na leséo. As
formas dimorfas, representam um padrdo clinico e imunoldgico de resposta
intermediaria (BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

Com a resposta imune competente, o individuo evolui para a forma localizada
e nao contagiosa da doenca; se esta competéncia ndo é efetiva, desenvolve-se a

forma difusa e contagiosa (PINHEIRO et al., 2011). Entretanto, ndo se sabe ainda



21

como individuos desenvolvem formas graves da doenca e nem como se da a
heterogeneidade das formas clinicas.

A importancia da resposta imune na hanseniase ndo se restringe a
determinacdo do espectro clinico. No decorrer da doenca ou muitas vezes apos
inicio do tratamento, alguns pacientes podem apresentar manifestagdes clinicas
agudas secundérias a liberacdo de antigenos e a reacdes de hipersensibilidade.

O tratamento da hanseniase abrange a utilizacdo da poliquimioterapia (PQT)
especifica, prevencédo de incapacidades e reabilitacdo fisica. A PQT é eficaz na
interrupcéo da cadeia de transmissao, visto que a primeira dose elimina até 99,9%
da carga bacilar de um individuo (OPROMOLLA, 2000; BRASIL, 2016). Para fins de
tratamento a classificacdo clinica se faz importante, pois os pacientes sdo tratados
em esquemas poliquimioterapicos distintos, preconizados pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) (BRASIL, 2002; BRASIL, 2016). Desta forma, o diagndstico
precoce e o tratamento adequado sdo de fundamental importancia para cura e
controle da erradicacéo da doenca. Entretanto, apesar do conhecimento dos ultimos
anos sobre a participagcdo da resposta imune do hospedeiro contra o M. Leprae,
pouco se sabe sobre o impacto do tratamento nesses individuos. De acordo com
alguns autores, a producdo de citocinas em pacientes com hanseniase € devido a
estimulacdo das células do sistema imune por antigenos de M. leprae e quando
estes antigenos séo reduzidos por meio de tratamento, a producao de citocina pode
ser reduzida ou mesmo atingir os niveis encontrados em individuos nao infectados
(MOUBASHER et al., 1998a; MOUBASHER et al., 1998b).

De acordo com o que foi mencionado acima, este estudo teve como objetivo
avaliar o perfil de citocinas no soro de pacientes recém-diagnosticados com as
formas polares da hanseniase, antes e seis meses ap0s inicio do tratamento
poliquimioterdpico. Tendo como hip6tese que pacientes hansénicos do polo VV
apresentem producdo de citocinas inflamatérias, porém modulada, enquanto que
pacientes do polo TT apresentem perfil inflamatério e que o tratamento
poliquimioterapico altere o perfil de citocinas produzidas nas diferentes formas

clinicas da doenca.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da hanseniase

A hanseniase trata-se de uma doenca infectocontagiosa, de evolucéo crbnica
granulomatosa, que atinge principalmente a pele e nervos periféricos (SCOLLARD et
al.,2006). O comprometimento dos nervos periféricos € a caracteristica principal da
doenca, dando-lhe alto potencial de causar incapacidades fisicas irreversiveis,
decorrentes, principalmente, da resposta inflamatéria crénica e granulomatosa
(BRASIL, 2002; MIRANDA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Estas incapacidades
e deformidades fisicas, ocasionadas durante o curso da doenca, podem
desencadear problemas graves como diminuicdo da capacidade de trabalho,
limitacdo da vida social e problemas psicolégicos, deixando manchas e cicatrizes
tanto no corpo quanto na alma. Sendo assim, responsaveis pelo estigma e
preconceito contra a doenc¢a desde a antiguidade até os dias atuais (BRASIL, 2002;
BAIALARDI, 2007; VAN BRAKEL et al., 2012).

A prevaléncia de hanseniase no mundo reduziu drasticamente, ainda assim,
no ano de 2013, foi responséavel por infectar mais de 200.000 individuos. Os
individuos néo tratados séo a principal fonte de infeccao, influenciando nas taxas de
diagnéstico que, no Brasil registraram 31.064 casos novos, perfazendo um
coeficiente de prevaléncia de 1,27/10 mil habitantes, superior a meta de 1/10 mil
habitantes, definida pela OMS para eliminacdo da hanseniase como problema de
saude publica (WHO, 2014). A deteccdo precoce dos casos, 0 seu tratamento e o
estudo de caracteristicas genéticas, imunoldgicas e clinicas devido a infeccao pelo

bacilo M. leprae séo os principios para o controle da doenca (BRASIL, 2016).

3.2 Agente etioldgico

O M. leprae é uma bactéria intracelular obrigatoria com tamanho entre 1,5 a 8
um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de diametro, apresenta-se na forma de bacilo
reto ou levemente encurvado, gram-positivo e alcool acido resistente (Figura 1), que

infecta, preferencialmente, macréfagos e células de Schwann (HARBOE, 1994;
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MONOT et al., 2005; REA, MODLIN, 2010). Acomete principalmente a pele e nervos
das extremidades do corpo, mas pode afetar outros 6rgdos como o figado, os
testiculos e olhos (GOULART et al., 2002).

O tempo de crescimento do bacilo é lento, variando de 11 a 16 dias,
permanecendo vidvel no meio ambiente por até nove dias. Sendo a Unica espécie,
dentre as Mycobacterium que ndo pode ser cultivada in vitro, podendo ser inoculado
em alguns modelos animais como tatus e em patas de camundongos (REES, 1985;
TRUMAN et al., 1986; KRAHENBUHL, 2000).

Estudos mostram que a temperatura ideal para reproducdo desta
micobactéria esta entre 27°C a 33°C, o que pode explicar sua predilecdo pelas
regides mais frias do corpo como pele, nervos periféricos e as mucosas de vias
aéreas superiores. A medida que o M. leprae adentra o corpo humano, sua parede
celular apresenta-se como 0 primeiro ponto de encontro com o sistema imune,
sendo esta, constituida principalmente de lipideos, onde o mais abundante é o
glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), presente somente no M. leprae, conferindo
especificidade imunologica a esse patdogeno (BRENNAN, 1980; HUNTER;
BRENNAN, 1981).

Bacilo isolado L
\ 2

FIGURA 1: Mycobacterium leprae. Visto em globias e isolados. (Ziehl-Neelsen 100x).

Fonte: BRASIL, 2010.

3.3 Transmissao

Sugere-se que a transmisséo da doenca se da de pessoa a pessoa, atraves

do convivio domiciliar, intimo e prolongado de individuos suscetiveis com individuos
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baciliferos nédo tratados. Os portadores de hanseniase, especialmente, com as
formas multibacilares (MB), constituem a principal fonte de propagacédo da infeccéo,
embora sua transmissdo nao esteja totalmente esclarecida. A principal via de
eliminacdo e a porta de entrada do bacilo no organismo é o aparelho respiratorio,
pela disseminagdo de aerossois e secrecdes nasais das vias aéreas superiores,
infectando, assim, individuos susceptiveis (VISSCHEDIJK et al., 2000; ARAUJO,
2003; BRASIL, 2008).

O homem é considerado o Unico reservatorio natural do M. leprae, apesar de
haver relatos de animais selvagens naturalmente infectados, como tatus e macacos,
contudo, ndo ha evidéncias de sua importdncia na cadeia de transmissao da
hanseniase (OPROMOLLA, 2000).

3.4 Epidemiologia

A melhoria das condig6es de vida e o avanco do conhecimento cientifico
modificaram significativamente o panorama da hanseniase, que atualmente tem
tratamento e cura. Entretanto, apesar de todos os avancos em diagnostico e
tratamento, a hanseniase permanece até os dias atuais como um importante
problema de saude publica (WHO, 2010).

Embora sejam percebidos avan¢os na politica social e econdmica de paises
em desenvolvimento, dados epidemiolégicos demonstram que a hanseniase ainda
se encontra entre as doencas endémicas negligenciadas, ocorrendo especialmente
entre as populacdes da Africa, Asia e América Latina (WHO, 2013, 2014).

De acordo com a OMS, em 2013, a incidéncia mundial registrada da doenca,
apontou 215.656 casos novos, detectados em 103 paises. Quando comparado com
0 numero de casos novos no ano anterior (232.857), observou-se uma diminuicdo de
17.201 casos novos, com taxa global de deteccdo de 3,81 por 100.000 habitantes
(WHO, 2014).

No Brasil, em 2014, foram registrados 31.064 casos novos, com coeficiente
de deteccédo de 15,44 por 100 mil habitantes, apesar de apresentar um decréscimo
continuo desde 2003, ainda se mantém elevado nas regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste (BRASIL, 2015).
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Desta forma, para controle epidemiolégico da hanseniase, torna-se de
fundamental importancia a identificagdo precoce de casos novos, tratamento
adequado e continuado destes pacientes, assim como o acompanhamento de seus
contatos intradomiciliares, auxiliando na descontinuidade da transmissao da doenca

e na prevencao de danos neurais e incapacidades (WHO, 2015).

3.5 Classificacdo e manifestagdes clinicas

Atualmente, para fins de classificacdo das formas clinicas da hanseniase,
foram estabelecidos trés sistemas: classificacdo de Madri, classificacdo de Ridley e
Jopling e a classificagdo Operacional.

A classificacdo de Madri, estabelecida no Congresso Internacional de Madri
em 1953, adota critérios de polaridade e baseia-se nas caracteristicas imunoldgicas,
bem como a tendéncia da resposta imune em evoluir para polos imunoldgicos com
caracteristicas dicotdbmicas, onde se consideram dois polos imunologicamente
estaveis e distintos (virchowiano e tuberculéide) e dois grupos imunologicamente
instaveis (indeterminado e dimorfo) (MUIR, 1953; OPROMOLLA, 2000).

A classificacdo de Ridley e Jopling (1966), que obedece a critérios clinicos e
bacteriolégicos, enfatiza os aspectos imunolégicos e histopatologicos. Propondo
assim, uma classificacdo mais precisa que considera as duas formas polares
tuberculdide-tuberculéide (TT) e virchowiana-virchowiana (VV) e adota subgrupos
dentro da regido interpolar correspondente a forma dimorfa, sendo esta, subdividida
em dimorfa-tuberculéide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV).
Essa classificacdo ndo considera a forma indeterminada e é a mais utilizada no
ambito das pesquisas (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Em 1982, um Comité da Organizacdo Mundial de Saude propés uma
classificacdo simplificada e operacional, indicada para o trabalho de campo e para
fins terapéuticos, dividindo a hanseniase em paucibacilar (PB) e multibacilar (MB),
conforme o indice baciloscopico (IB). Essa classificacdo sofreu algumas
modificacdes ao longo dos anos, sendo a publicacdo de 2002 da OMS, a mais atual
e vigente. Nesta, classifica-se como PB, os individuos que apresentam contagem de

lesGes cutdneas maiores ou iguais a cinco, juntamente com baciloscopia negativa
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(IB= 0) e classifica-se como MB, aqueles individuos com numero de lesGes cutaneas
maiores que cinco ou que apresentem baciloscopia positiva (IB=1),
independentemente do numero de lesées (BRASIL, 2016).

A hanseniase é uma doenca que apresenta amplo espectro de manifestacfes
clinicas, relacionando-se ao tipo de resposta imune do hospedeiro frente a infeccao
pelo M. leprae. Nos pacientes que apresentam a forma clinica tuberculéide, observa-
se destruicdo das fibras nervosas em areas especificas, com consequente perda da
sensibilidade tatil, térmica e dolorosa, além de limitacdo das lesdes cutaneas, sendo
estas, hipopigmentadas, anestésicas, localizadas e bem demarcadas com
distribuicdo assimétrica (GOULART et al., 2002; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

Os pacientes diagnosticados com a forma virchowiana, sdo caracterizados
por lesBes simétricas, ligeiramente eritematosas, mal delineadas e progressiva
infiltragéo difusa, geralmente evidenciada na face e nos membros superiores e
inferiores. Observa-se também a queda de pelos do corpo, principalmente cilios e
supercilios (madarose). Estes sinais e sintomas sdo decorrentes da macica
multiplicacdo bacilar e disseminacdo da infec¢cdo para visceras e tecido nervoso
(GOULART et al., 2002; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

As formas dimorfas sdo imunologicamente dinamicas, caracterizadas por
instabilidade da resposta imune com padrdo clinico e imunolégico de resposta
intermediéria, oscilando entre os polos tuberculéide e virchowiano, dependendo do
potencial de resposta imune celular do hospedeiro frente ao M. leprae. Deste modo,
a transicdo da forma DT para a forma DV € evidenciada pela reducéo progressiva da
resposta imune mediada por célula, acompanhada por lesdes de pele e nervos mais
numerosas, aumento da carga bacilar e dos niveis de anticorpos e morfologicamente
mescla aspectos tanto da hanseniase tubercul6ide, quanto da virchowiana
(ARMOUR et al., 2005).

Durante o curso cronico e insidioso da hanseniase, podem ocorrer episodios
agudos, denominados surtos reacionais ou reagdes hansénicas. Tais reacdes estdo
relacionadas ao sistema imunolégico e constituem, geralmente, em exacerbada
reacado inflamatoria, localizada ou sistémica, que pode ser acompanhada de
comprometimento de nervos periféricos, resultando em manifestacdo de dor
acentuada, podendo aparecer antes, durante ou apos o tratamento especifico da
doenca (BRASIL, 2016).

Existem dois tipos de reacdes hansénicas: Reacéao tipol ou Reacdo Reversa
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(RR) e Reacdao tipo 2 ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH). A reacao tipo 1 se
caracteriza por manifestagdes localizadas, tais como eritema, infiltracdo e edema de
lesGes pré-existentes, as vezes acompanhadas do aparecimento de novas lesdes de
pele, podendo ocorrer também espessamento e dor de nervos periféricos. Enquanto
a reacdo tipo 2, se manifesta mais frequentemente através de nodulos eritematosos
dolorosos localizados em qualquer regido da pele, desencadeados por deposicao de
imunocomplexos circulantes (FOSS, 2003; KAHAWITA et al., 2008).

3.6 Diagnostico

7

O diagndstico da hanseniase é essencialmente clinico e epidemiolégico,
realizado pela anamnésia da histéria e condicbes de vida do paciente, além do
exame dermatoneuroldgico, que visa identificar a presenca de lesfes cutaneas com
alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos. (ARAUJO,
2003; WHO, 2015).

O estesiometro ou monofilamentos de Semmes-Weinstein sdo utilizados na
avaliacdo e deteccdo de alteracdes de sensibilidade nas lesdes, méos e pés. A
identificacdo das lesdes neurolégicas consiste na inspecdo dos olhos, nariz, maos e
pés, palpacdo dos nervos periféricos e avaliacdo da forgca muscular em membros
superiores e inferiores. O resultado determina o grau de incapacidade fisica (grau O,
grau | e grau Il), conforme demonstrado no quadro 1, sendo um indicador de

precocidade no diagndstico da doenca (BRASIL, 2016).
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QUADRO 1 - Critérios para avaliacado do grau de incapacidade fisica em pacientes
com suspeita de hanseniase

GRAU | CARACTERISTICAS

Olhos: Forca muscular das palpebras e sensibilidade da cornea preservadas e
conta dedos a 6 metros ou acuidade visual 20,1 ou 6:60.

Maos: Forca muscular das méaos e sensibilidade palmar preservadas: sente o
monofilamento 2 g (lilas) ou o toque da ponta de caneta esferogréfica.

Pés: Forca muscular dos pés e sensibilidade plantar preservados: sente o
monofilamento 2 g (lilas) ou o toque da ponta de caneta esferografica.

Olhos: Diminuicdo da forca muscular das péalpebras sem deficiéncias visiveis
e/ou diminuicdo ou perda da sensibilidade da cornea: resposta demorada ou
ausente ao toque do fio dental ou diminuigdo/auséncia do piscar.

Mé&os: Diminuicdo da forca muscular das maos sem deficiéncias visiveis e/ou
alteracdo da sensibilidade palmar: ndo sente o monofilamento 2 g (lilas) ou o
togue da ponta de caneta esferografica.

Pés: Diminuicdo da forca muscular dos pés sem deficiéncias visiveis e/ou
alteracdo da sensibilidade plantar: ndo sente o monofilamento 2 g (lilas) ou o
toque da ponta de caneta esferogréfica.

Olhos: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, tais como:
lagoftalmo; ectrépio; entropio; triquiase; opacidade corneana central; iridociclite
e/ou ndo conta dedos a 6 metros ou acuidade visual <0,1 ou 6:60, excluidas
outras causas.

Maos: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, tais como: garras,
reabsorcao 6ssea, atrofia muscular, m&o caida, contratura, feridas.

Pés: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, tais como: garras,
reabsorcao 6ssea, atrofia muscular, pé caido, contratura, feridas.

FONTE: BRASIL. Ministério da Salde. Diretrizes para vigilancia, atengéo e eliminacao da hanseniase
como problema de saude publica (2016).

Disponivel em: http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2016/fevereiro/04/diretrizes-eliminacao-
hanseniase-4fev16-web.pdf

Os exames complementares podem ser utilizados para confirmacdo do
diagndstico e auxiliar na classificacdo dos pacientes, tais como baciloscopia, exame
histopatoldgico, teste de Mitsuda e teste de fluxo lateral para o Mycobacterium
leprae (ML Flow).

A baciloscopia € o exame complementar mais utilizado e consiste na pesquisa

direta do M. leprae em raspados intradérmico, colhidos em quatro sitios (dois l6bulos
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auriculares, cotovelo contralateral a lesdo e da lesdo suspeita) e corados pelo
método de Ziehl-Neelsen. O resultado da baciloscopia € baseado na escala
logaritmica de Ridley, que considera o numero médio de bacilos visualizados por
campo microscopico e varia de 0 a 6 (QUADRO 2) (RIDLEY; JOPLING, 1966;
BRASIL, 2010).

QUADRO 2 - Escala logaritmica de Ridley

B Descri¢cdo da baciloscopia

0 Auséncia de bacilos em 100 campos examinados

1+ Presencga de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados

2+ Presencga de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados

3+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado

4+ Presenca de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado

5+ Presenca de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado

6+ Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado

FONTE: BRASIL. Ministério da Saude. Guia de procedimentos técnicos: Baciloscopia em Hanseniase
(2016).

Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_procedimentos_tecnicos_corticosteroides_hansenias
e.pdf

Os resultados do exame histopatologico de lesdes cutaneas diferem de
acordo com a classificacdo destes pacientes. Em sintese, lesbes de pacientes
tuberculdides apresentam formacdo de granuloma bem definido, compostos por
células epitelidides, infiltrado inflamatério perianexial e perineural. Nas formas
dimorfas, os granulomas sédo mais frouxos e podendo apresentar poucos ou muitos
bacilos. Enquanto na forma virchowiana ndo ha formacéo de granuloma e as lesdes
apresentam hansenomas frouxos constituidos principalmente por macrofagos
vacuolizados (célula de Virshow) repletas de bacilos corados (RIDLEY; JOPLING,
1966).

O teste de Mitsuda, considerado de alta especificidade, baseia-se na resposta
imune celular do individuo através da reacdo cutédnea de hipersensibilidade tardia
frente ao bacilo. O teste consiste na inoculacédo via intradérmica do antigeno de
Mitsuda (extrato bruto de M. leprae esterilizado por autoclave), cuja leitura da reagao

é realizada apoés 28 dias, podendo resultar em papula infiltrada (reagéo positiva) ou
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na auséncia de alteracdo cutanea (reacado negativa) (MITSUDA, 1919). O teste
positivo representa 0 amadurecimento do sistema imune apos estimulo do M. leprae
e a capacidade de defesa do hospedeiro, tendo valor prognostico, e ndo diagndstico.
Ele auxilia na classificacdo de pacientes portadores de hanseniase dos grupos
indeterminados e dimorfos. Uma pequena parcela da populacdo permanecera com
teste de Mitsuda negativo, 0 que indica tendéncia para formas multibacilares
(OPROMOLLA, 2000).

A sorologia rapida para hanseniase (teste ML Flow) é um método
imunocromatografico que detecta anticorpos da classe IgM contra o antigeno PGL- 1
do M. leprae (BUHRER-SEKULA et al., 2003). O teste soroldgico ML Flow é utilizado
como ferramenta auxiliar na definicdo das formas clinicas e no monitoramento dos
contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase. Geralmente, pacientes PB
S80 soronegativos, enquanto que os MB s&o positivos. (BUHRER-SEKULA et al.,
2003; BUHRER-SEKULA, 2008).

Ha& outros testes de diagnostico complementares, como a identificacdo
molecular do M. leprae pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), entretanto se
restringe a grandes centros de pesquisa, ndo sendo realizado rotineiramente, por ser
de alto custo (WHO, 2000).

3.7 Tratamento

Em 1982, a OMS recomendou o uso da poliquimioterapia (PQT) padrao para
o tratamento da hanseniase. O tratamento do paciente com hanseniase é
fundamental para cura-lo e bloquear a fonte de infeccao, interrompendo a cadeia de
transmissao da doenca sendo, portanto, estratégico no controle da endemia e para
eliminar a hanseniase enquanto problema de saude publica. O paciente pode ser
tratado gratuitamente no Sistema Unico de Saude (SUS). O tratamento da
hanseniase é ambulatorial e baseia-se na utilizacdo de PQT intensiva, seguida de
medidas de prevencdo de incapacidades e reabilitacdo fisica e psicossocial
(BRASIL, 2002).

A PQT é administrada no formato de esquemas terapéuticos, de acordo com

a classificagcao operacional dos pacientes. Para os pacientes PB, utilizam-se doses
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mensais supervisionadas de rifampicina e dapsona em associacao as doses diarias
de dapsona, com duracao de seis a nove meses. J4 para os pacientes MB, utilizam-
se doses mensais supervisionadas de rifampicina, clofazimina e dapsona em
associacdo as doses diarias de clofazimina e dapsona, com duracdo de doze a
dezoito meses (BRASIL, 2016).

Quanto aos componentes da PQT, a dapsona € a medicacdo mais antiga no
tratamento da hanseniase. Apresenta caracteristicas bacteriostéticas contra o M.
leprae e atua diminuindo ou bloqueando a biossintese de folato, utilizado no
metabolismo do bacilo, através do processo de inibicdo enzimatica por competi¢ao.
A rifampicina € a droga mais potente da poliquimioterapia, pois inibe a sintese
proteica bacteriana ao combinar-se com a RNA polimerase, sendo a Unica com acao
bactericida contra o M. leprae. A clofazimina, corante cristalino lipossolavel, possui
acao tanto bacteriostatica quanto anti-inflamatdria e atua lentamente sobre M. leprae
eliminando 99,9% das bactérias num periodo de cinco meses em pacientes
multibacilares e por se tratar de um corante pode causar hiperpigmentacéo cutanea,
acentuando-se a exposicao solar. O escurecimento da pele durante a PQT é uma
das queixas principais dos pacientes em tratamento contra hanseniase (KAR;
GUPTA, 2015).

3.8 Aspectos imunologicos da hanseniase

Como visto, o amplo espectro clinico que os individuos com hanseniase
apresentam esta intimamente ligado ao tipo de resposta imune desenvolvida pelo
hospedeiro ao longo desta infeccdo (SCOLLARD et al., 2006). Neste cenario, 0
primeiro nivel de interacdo do M. leprae com o hospedeiro se constitui atraves da
resposta imune inata, considerada crucial para o padrdo de resposta frente ao
bacilo, pois estad diretamente ligada ao perfil de resposta adaptativa (MODLIN,
2010).

Uma das primeiras células a participar da modulacao inicial desempenhada
pela resposta imune inata na hanseniase sdo as ceélulas dendriticas, que apés o
primeiro contato com o patdégeno sao ativadas, passando a fagocitar, processar e

apresentar o antigeno aos linfocitos T distantes do sitio da infeccdo, além de
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produzir moléculas coestimulatérias e citocinas como IL-6, IL-10, IL-12 e TNF, que
atuam na modulagdo do curso da resposta imune adaptativa (DEMANGEL;
BRITTON, 2000).

Além das células dendriticas, os macréfagos também s&o células que
participam da interacao inicial com o M. leprae, desempenhando importante papel na
inter-relacdo parasito-hospedeiro, podendo atuar como habitat celular para o bacilo,
como célula apresentadora de antigeno (APC), na ativacdo de linfocitos T e na
destruicéo efetiva do M. leprae.

O reconhecimento de patdgenos por macréfagos e células dendriticas
envolve receptores do tipo Toll-like (TLR). Os TLR1 e TLR2 reconhecem
lipopeptideos da parede bacteriana do M. leprae (WALKER; LOOCKWOOD, 2006).
Estudos mostram que o perfil de citocinas expresso em lesbes de pacientes com
hanseniase pode estar correlacionado com estes receptores, onde citocinas tipo Thl
foram associadas com a ativacdo de TLR1 e TLR2, enquanto que citocinas do tipo
Th2 foram associadas com a inibicdo de TLR1 e TLR2 (KRUTZIK et al., 2003;
BARKER, 2006).

Os macroéfagos assim como todas as APC’s, produzem citocinas importantes
que participam de um dos principais eixos da imunidade inata/adaptativa em
micobactérias, o eixo IL-12/IL-23/IFN-y (LANGRISH et al., 2004). Onde essas
células, diante do contato com o patégeno, passam a sintetizar varias citocinas
como IL-12, IL-23 e IL-27 que atuam estimulando os linfécitos e as células NK a
produzir suas proprias citocinas que vao mediar a resposta imune. Com destaque
para o IFN-y que ativa os mecanismos microbicidas e aumenta a expressao de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e de moléculas
coestimulatérias (VAN DE VOSSE et al.,, 2004). Outra importante citocina pro-
inflamatoria produzida em resposta ao estimulo dos macrofagos é o TNF-a que atua
em sinergia com a producéo de IFN-y e constituem o principal mecanismo efetor da
imunidade celular. O TNF-a também participa da ativacdo do macrofago, induzindo-
0 a controlar o bacilo, tendo papel importante na manutencédo dessa ativacdo e na
formacao do granuloma (GOULART et al., 2002; VAN DE VOSSE et al., 2004).

Em macréfagos competentes, ativados por citocinas como IFN-y, apdés a
fagocitose de patdégenos, ocorre o burst oxidativo com a liberagdo de reativos de

oxigénio e nitrogénio, contudo, a fagocitose do M. leprae ndo leva a um burst
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oxidativo intenso, possivelmente pela remo¢do de anions superoxido por interacdo
do PGL-1 expresso pelo bacilo. Em pacientes TT, os macrofagos sofrem
transformacdo completa em células epitelidides, sendo capazes de eliminar o M.
leprae, atuando assim no controle da multiplicagdo dos bacilos. Entretanto na
auséncia de uma resposta imune celular efetiva, como ocorre nos pacientes VV, ha
multiplicacdo e disseminagdo do bacilo. Desta forma, individuos virchowianos séo
caracterizados por altos niveis de anticorpos especificos ao PGL-1 do M. leprae,
mas sem conferir protecdo ao hospedeiro, visto que o proprio ambiente de resposta
criado ao longo da infeccdo, com formacdo de imunocomplexos e sua influéncia
sobre o perfil de citocinas apresentado pelas células infectadas, ndo favorece a
resolucdo da infeccdo. (HOLZER et al.,, 1986; GOULART et al., 2002; BARKER,
2006).

De modo geral, estudos demonstram que pacientes do polo tuberculéide
possuem um padrdo de resposta imune protetora mediada pelas células T, com
producdo de citocinas majoritariamente relacionadas a resposta Thl (IL-2, IL-12,
IFN-y) que contribuem na maturacéo e ativacdo dos macrofagos, levando ao controle
da multiplicacdo dos bacilos e a sua posterior eliminacdo. Enquanto, os pacientes do
polo virchowiano parecem possuir predominantemente, um perfil de citocinas Th2
(IL-4, IL-5 e IL-10) que induz a reducdo da resposta inflamatéria, com inibi¢cdo
macrofagica e perfil caracteristico da resposta humoral, padrdes imunoldgicos que,
somados a outros fatores, seriam insuficientes para conter o M. leprae (MODLIN et
al., 1983; YAMAMURA et al., 1991; MOUBASHER et al., 1998a).

Em suma, observa-se que a fagocitose do M. leprae pelas APC’s e a
subsequente producéo local de citocinas parecem regular a inflamacao e estimular o
sistema imune dentro de um perfil de resposta predominantemente Thl ou Th2,
conforme ilustrado na figura 2.

No entanto, alguns pacientes (em torno de 40%) podem exibir um perfil de
resposta mista, ou seja, produzem citocinas tanto do perfil Thl quanto Th2, tais
como IFN-y, IL12 e IL4. Isso demonstra que o predominio de uma resposta néo
implica na anulacdo da outra, e pode sugerir ainda que em alguns pacientes a
resposta imune frente ao bacilo possa nao se restringir completamente ao
paradigma Th1/Th2. Dentro deste contexto vale ressaltar que novos subgrupos de

células T auxiliares ja foram descritos, tais como as células T reguladoras (Treg) e
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as células T produtoras de IL-17 (Th17), indicando que a resposta celular ndo é téo
dicotdbmica como se pensava (SCOLLARD et al., 2006).
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FIGURA 2: Imunologia da hanseniase. No padréo de resposta tipo 1 da forma clinica tuberculéide
(TT), a IL-2 é um fator de crescimento autocrino para células T helper, que faz ativacdo de macrofago
(M®) mediada pelo interferon-gama (IFN-y) — imunidade mediada por célula. Macréfagos produzem o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a IL-12 que atuam sobre linfécitos T, que passam a produzir
suas préprias citocinas. A citocina IL-12 estimula diretamente a célula natural killer (NK), induzindo a
producédo de IFN-y, potencializando a ativacdo do macréfago. No padrédo de resposta tipo 2 da forma
clinica virchowiana (VV), as citocinas IL-4 e IL-10 que sdo supressoras da atividade macrofagica,
atuam produzindo bloqueio da estimulagcdo de macrdfagos, com consequente desvio da resposta
imunoldgica. A IL-4 é um fator de crescimento para células T supressoras (Ts) estimulando a
diferenciagédo de células B para producdo de anticorpos — imunidade humoral. Na presenca de IL-4,
uma subclasse de célula TCD4" (Th3) é ativada para producéo do fator transformador de crescimento
beta (TGFB), potente fator supressor de macrofago. IL-1 a IL-13: interleucinas 1 a 13; Tc: linfécito T
citotdxico; Thl: linfécito T auxiliar tipo 1; Th2: linfécito T auxiliar tipo 2.

Fonte: Adaptado de FOSS, 1997.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de citocinas séricas em casos novos, diagnosticados com as
formas polares da hanseniase, antes e seis meses apds 0 inicio do tratamento

poliquimioterépico.

4.2 Objetivos especificos

v' Quantificar as citocinas IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-
17A e TNF no soro de pacientes com as formas polares da hanseniase
(Polo TT e Polo VV) antes e seis meses apos inicio da poliquimioterapia e

em individuos nao infectados;

v"Avaliar a correlacdo entre o perfil imunolégico dos pacientes com as formas
polares da hanseniase (Polo TT e Polo VV) antes e seis meses apos inicio

da poliquimioterapia e dados clinicos.
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5 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, observacional e longitudinal com grupos
de comparacéo interna, no qual as medi¢coes foram realizadas antes e seis meses
apos inicio do tratamento. O presente estudo foi realizado no periodo compreendido
entre maio de 2014 a fevereiro de 2016. As amostras de soro colhidas dos
pacientes, ao longo deste periodo, foram armazenadas por criopreservacao (-80°C)
e preparadas simultaneamente para dosagem dos niveis seéricos de citocinas,
conforme protocolo de ensaio imunoldgico descrito adiante. Todos os dados foram

armazenados em banco de dados uUnico e especifico.

5.2 Cenario do estudo

O recrutamento de pacientes foi realizado no Centro de Referéncia Estadual
em Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes (HEM), que atende
pacientes de Minas Gerais e de estados proximos. Possui equipe multidisciplinar
que inclui médicos dermatologistas e hansendlogos, oftalmologistas, fisioterapeutas,
psicologos e assistentes sociais. O servico é credenciado como Centro de
Referéncia Macrorregional em Hanseniase pelo Ministério da Saude e atende

dermatoses em geral, prioritariamente aquelas de interesse sanitario.

5.3 Populacao estudada

Participaram deste estudo individuos de ambos os sexos, sendo estes,
pacientes casos novos que apresentavam as formas polares da hanseniase,
diagnosticados no Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitaria do HEM ou
referenciados e individuos nao infectados, utilizados como grupo controle. As formas
clinicas de todos pacientes com hanseniase foram determinadas segundo o0s

critérios propostos por Ridley e Jopling (1966).
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Durante a avaliacdo clinica, buscou-se a presenca de lesbes de pele e,
nestas, foram avaliadas caracteristicas morfoldégicas e a presenca ou auséncia de
sensibilidade. Todos os pacientes foram examinados pela Dra. Sandra Lyon, médica
dermatologista com mais de 30 anos de experiéncia na area de Dermatologia
Sanitaria responsavel pelo atendimento clinico destes pacientes.

Na avaliacdo histopatologica, realizaram-se bidpsias da lesdo cutanea para
caracterizacdo histologica. A classificacdo histoldgica foi posteriormente realizada
pelo Dr. Moisés Salgado Pedrosa, especialista em patologia pela Sociedade
Brasileira de Patologia.

Os participantes que compde este estudo foram distribuidos em trés grupos:

v' Polo TT: Pacientes classificados como TT e DT, segundo critérios clinicos

e histopatologicos de Ridley-Jopling (1966).

v' Polo VV: Pacientes classificados como DV e VV, segundo critérios clinicos

e histopatologicos de Ridley-Jopling (1966).

v"NI: Individuos nao infectados, sem sinais clinicos da doenca e que nao
mantém convivio com pacientes com diagndstico positivo para hanseniase

e ndo tenha realizado esforco fisico intenso recente.

Desta forma, este estudo foi composto por 36 individuos, dos quais 12
compuseram o grupo dos nao infectados (NI), 10 compuseram o Polo TT e 14 o Polo
VV. A caracterizacdo de cada grupo, segundo as variaveis clinicas, esta descrita na
Tabela 1.
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TABELA 1 — Caracterizagao da populacéo estudada

Grupo In-[ic;;[/?(ljsgs Percentual (?Er/]?\;;) E?éit)r(iz Média Mediana
NI 12 33 715 26 -61 38 35
Polo TT 10 28 6/4 31-60 47 49
Polo VW 14 39 8/6 26 — 65 50 53
TOTAL 36 100 21/15 26-65 45 47

FONTE: Dados da pesquisa (2016)

5.4 Critérios de inclusao

v' Casos novos de hanseniase virgem de tratamento de ambos o0s sexos,
diagnosticados no Servico de Dermatologia do HEM da Fundacéo

Hospitalar do Estado de Minas Gerais ou referenciados ao mesmo;
v ldade entre 18 e 65 anos;

v' Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5.5 Critérios de exclusao

v' Paciente imunossuprimidos;

v' Paciente portador de outras doencas infecciosas ou de natureza

autoimune;
v' Pacientes com surto reacional no momento da coleta sanguinea;

v" Abandono ou interrup¢éo do tratamento.



5.6 Fluxograma

GRUPODE ESTUDO

Casos Novos de
Hanseniase diagnosticado
ou encaminhado ao HEM
sem tratamento
(n=33)

/ \

GRUPQPOLARTT GRUPOPOLAR VV
Formas clinicas Formas clinicas
TT e DT (n=15) DVeVV (n=18)

NS

12 Coleta de sangue
antes do inicio do
tratamento

22 Coleta de sangue seis meses apds inicio do
tratamento (Polo TT,n=10; Polo VV, n=14)

Obs.: Foram excluidos nove pacientes gue
interromperam ou abandonaram o tratamento,
sendo cinco do Polo TT e quatro do Polo VV.
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GRUPOS CONTROLE

Individuos ndo
infectados
(n=12)

Coleta tinica
de sangue

Separacédo do soro
e armazenamento
em freezer -80°C

Determinacio dos niveis séricos de
— | citocinas IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70, IL-13, IL-17A, e TNF

FIGURA 3: Delineamento do estudo.

5.7 Céalculo do tamanho amostral

Segundo Cohen (1992), o poder de um teste estatistico corresponde a

probabilidade de rejeitar corretamente a hipétese nula e depende de trés aspetos,

incluindo o tamanho do efeito, o nivel de significAncia e o tamanho da amostra.

Neste estudo, o tamanho do calculo amostral foi estimado através do software

G*Power (versao 3.1), sendo utilizado o teste t bicaudal entre duas amostras, onde o

N amostral minimo necessario para que se obtenha uma diferenca significativa foi de

10 participantes por grupo. Considerou-se o nivel de significancia de 95% (o = 0,05),

poder do estudo de 80% (B = 0,20), tamanho de efeito de 1,4 e desvio padrao de

3,13.
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5.8 Elaboracé&o do banco de dados

Foi elaborado um banco de dados especifico a partir do prontuario dos
pacientes selecionados no Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitdria do
HEM, juntamente com os resultados de classificacdo dos casos de hanseniase por
critérios clinico/epidemioldgico, bacteriolégico (indice baciloscopico), teste sorolégico
(ML Flow) e histopatolégico. A partir desse banco de dados foram realizados os
estudos de associacdo entre perfil de citocinas séricas e o grau de morbidade na

hanseniase.

5.9 Procedimento da coleta de dados

Todos os pacientes diagnosticados com hanseniase foram submetidos ao
exame dermatoneurolégico, realizado rotineiramente na avaliacdo da sensibilidade
tatil em lesGes cutaneas, maos e pés. A avaliacdo dermatoneuroldgica e os testes de
sensibilidade foram realizados por dermatologista e fisioterapeutas com comprovada
experiéncia no diagnoéstico clinico de hanseniase. Os pacientes com hanseniase
realizaram o exame de baciloscopia, onde se utilizou o IB, conforme escala
logaritima de Ridley, que varia de zero a seis, através da coleta de esfregaco
dérmico em quatro sitios: lesdo cutédnea, cotovelo contralateral a leséo e dois I6bulos
auriculares. O teste ML Flow foi utilizado, em todos os pacientes, como ferramenta
auxiliar na definicdo das formas clinicas, sendo registrado de modo qualitativo
(positivo ou negativo). A cada participante do estudo foi apresentado o TCLE
(ANEXO 1) e, mediante concordancia em participar da pesquisa, foram submetidos a

coleta de sangue e consulta de prontuario dos pacientes.

5.10 Dosagem de citocinas séricas

Para determinag&o do nivel de citocinas séricas, amostras de sangue foram
coletadas a vacuo, em tubos de 10 mL sem anticoagulante (Vacutainer — BD, USA)

e centrifugados a 400g, por 40 minutos, a 18°C. Apoés a centrifugagédo, o soro foi
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aliquotado e mantido a -80°C até a realizacdo dos experimentos.

Os niveis séricos de citocinas foram quantificados no Grupo Integrado de
Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) do Centro de Pesquisas René Rachou da
Fundacao Oswaldo Cruz (CPgRR/FIOCRUZ), utilizando-se o sistema de ensaio com
microesferas fluorescentes BD CBA Flex Set de acordo com a metodologia sugerida
pelo fabricante. Essa metodologia permite a avaliacdo simultanea de diversas
citocinas de interesse nho mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de
amostra. Nesta técnica, empregou-se a mistura de nove esferas de poliestireno, de
intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas humanas detectadas no canal de fluorescéncia 3 (FL-
3) ou fluorescéncia 4 (FL-4). Desta forma, aliquotas de 25 uL de soro, aliquotas de
25 uL dos padrdes de citocinas, foram submetidos a diluicdo seriada com diluente G
(Top Standard — 5000 pg/mL, 1:2 — 2500 pg/mL, 1:4 — 1250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL,
1:16 — 312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 —
20 pg/mL) e 25 uL de diluente G apenas (Controle Negativo). Apés esta etapa, as
amostras foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon — BD, USA).
Posteriormente, a cada tubo foram adicionados 15 uL da mistura de esferas de
captura, conjugadas a anticorpos monoclonais anti-IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-17A e TNF, com subsequente incubacdo por 90 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Ap6s a incubacédo, as esferas de captura
foram lavadas com 500 uL da solugdo F (tamp&o de lavagem do kit CBA),
centrifugadas a 600g, por 10 minutos, a 18°C e o sobrenadante, cuidadosamente,
aspirado e descartado. As esferas foram entdo incubadas novamente na presencga
de 20 uL do reagente B, que corresponde a um coquetel de anticorpos monoclonais
anticitocinas humanas, conjugadas com Ficoeritrina (PE) por 90 minutos,
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Ap6s a incubacédo, as esferas de captura
foram novamente lavadas com 500 uL da solucéo F, centrifugados a 600g, por 10
minutos a 18°C e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado. Apés a
centrifugacéo, as esferas foram ressuspendidas em 250 uL de reagente F e o
conteudo, de cada tubo, transferido para uma placa de fundo chato com 96 pocos. A
placa foi imediatamente analisada no citdmetro de fluxo (FACSVerse — BD, USA).

Para aquisicdo dos dados obtidos, o aparelho foi ajustado utilizando o BD

FCAP Array Software e o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do aparelho
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consiste em definir os parametros de tamanho e granulosidade adequados para o
posicionamento das esferas de captura em graficos de tamanho (Forward Scatter -
FSC) versus granulosidade (Side Scatter - SSC). Apd6s a selecdo das esferas,
procedeu-se o ajuste da intensidade da fluorescéncia detectada no canal de FL-3
para permitir a segregacdo das esferas policrométicas, apresentando diferentes
intensidades de fluorescéncia, em histogramas unidimensionais. Para cada tubo
processado foram adquiridos 2700 eventos dentro da regido selecionada R1 (300
eventos por citocina testada). As analises do perfil de citocinas IFN-y, IL-18, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF nos soros foram realizadas segundo
protocolo proposto pelo fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analysis
Software, com auxilio do Microsoft Excel, modificado como descrito a seguir. O
programa BD CBA Analysis faz a selecdo automatica da regido das esferas de
captura em graficos de tamanho versus granulosidade (FIGURA 4A). Em seguida, o
programa separa as esferas em funcdo da intensidade da FL-3 e analisa o
deslocamento das esferas em fungéo da intensidade da fluorescéncia 2 (FL-2) em
graficos bidimensionais de FL-2 versus FL-3 (FIGURAS 4B e 4C). A ligacdo da
citocina, presente na amostra de interesse a esfera de captura e a revelacdo da
ligacdo através do uso de um coquetel de anticorpos monoclonais anticitocinas
humanas marcadas com o fluorocromo PE (FL-2), pode ser evidenciada através do
deslocamento do conjunto de esferas para a regidao de maior intensidade de
fluorescéncia em relacdo ao tubo controle negativo, sem amostra (FIGURAS 4B e
4C). Os valores correspondentes a intensidade média de FL-2 na escala logaritmica
foram utilizados como unidade de andlise semiquantitativa para cada citocina

analisada.
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FIGURA 4. Andlise quantitativa de citocinas séricas utilizada pelo BD CBA Analysis Software.
Inicialmente o programa promove a selecdo automatica da populacdo de esferas de captura em
gréficos de tamanho versus granulosidade (Figura 4A). Em seguida, separa as esferas e analisa a
intensidade de fluorescéncia correspondente ao complexo esfera-citocina-anticorpo PE (Figuras 4B e
4C).

5.11 Dosagem de citocinas séricas

A assinatura das citocinas séricas (IFN-y, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-
13, IL-17A e TNF) foi montada conforme descrito previamente por Campi-Azevedo et
al., (2012). A frequéncia de "altos" e "baixos" produtores foi definida de acordo com
os valores da mediana global. A mediana dos valores de todo o conjunto de dados
foi calculada para cada citocina e utilizada como ponto de corte de tal forma que os
pacientes com resultados para uma determinada citocina maior ou igual ao valor da
mediana global foram classificados como “altos produtores”, ao passo que 0s
pacientes com resultados abaixo da mediana global foram classificados como
“baixos produtores”. Cada conjunto de dados foi montado em diagramas em cinza e
branco, a fim de calcular a frequéncia de "altos” e “baixos” produtores dentro de
cada grupo clinico. As frequéncias foram consideradas relevantes quando mais de
50% do grupo de estudo era constituido por “altos produtores”. A seguir, a
assinatura de citocinas ascendentes para os grupos NI, TT e VV foram montadas e
sobrepostas para apontar em cada grupo clinico os biomarcadores com niveis
relevantes de "altos produtores” (250%).
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5.12 Analise das correlacdes dos biomarcadores

As redes de biomarcadores foram montadas para verificar as possiveis
associacdes existentes entre as citocinas séricas para cada grupo clinico. O teste de
correlacdo de Spearman foi realizado para avaliar a associacdo entre 0s niveis
séricos das citocinas IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF,
expressas em picograma por mililitro (pg/mL), sendo considerados apenas o0s
valores de p<0,05, que foram transferidos para uma matriz de correlacdo. Esta
matriz foi utilizada, para calcular a intensidade da correlacdo e caracteriza-la como
positiva ou negativa. A fim de melhor representar a interatividade entre as citocinas
testadas, utilizou-se o software open source Cytoscape (versdo 2.8) para compor as
redes de interacGes entre estas biomoléculas. Conforme proposto por Taylor (1990),
utilizou-se linhas para destacar as interagdes entre as moléculas testadas, onde (---)

representa as conexdes negativas, (—) conexdes moderadas e (==) conexdes fortes.

5.13 Anaélise estatistica

Para determinar se os dados de citocinas, obtidos neste estudo, eram
paramétricos ou ndo paramétricos, aplicou-se o Teste de Normalidade de Shapiro-
Wilk, onde observou a n&o normalidade dos dados. Portanto, o teste n&o
paramétrico Kruskal-Wallis, que leva em consideracdo a mediana para realizar
comparacdes para mais de dois grupos, foi realizado nas comparacdes entre os
grupos NI, Polo TT e Polo VV, juntamente com pos-teste de Dunn. Para as andlises
de correlacbes entre as citocinas séricas, realizou-se o calculo do r de Spearman,
sendo selecionados apenas os valores estatisticamente significativos (p<0,05). Para
a comparacao dos dados entre as formas polares da hanseniase Polo TT e Polo VV,
antes e seis meses ap0s o inicio do tratamento poliquimioterapico, aplicou o teste

nao paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas.
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5.14 Aspectos éticos

Este estudo faz parte da pesquisa intitulada “Caracterizagdo dos mecanismos
imunologicos de pacientes infectados pelo M. leprae e a sua correlagdo com a
expressao clinica, prognoéstico e resposta terapéutica da hanseniase”, que foi
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP/UFMG), conforme Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica (CAAE) n° 14887414.0.0000.5149 (ANEXO |II). Participou do
estudo aquele que concordou mediante assinatura do TCLE, apos ter sido informado
guanto aos objetivos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, sendo garantida a
liberdade de cada participante em permanecer ou ndo no estudo em todas as suas
etapas. Este projeto atende o que preconiza a Resolucdo 466/12 do Conselho

Nacional de Saude e obteve o consentimento institucional do HEM.
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6 RESULTADOS

Para avaliar o perfil de citocinas séricas de pacientes com formas polares da
hanseniase (Polo TT e Polo VV), antes e seis meses ap0s o inicio do tratamento
poliquimioterapico foram excluidos o0s pacientes que interromperam ou
abandonaram o tratamento durante os seis meses de acompanhamento (5 pacientes
do Polo TT e 4 do Polo VV). Portanto, os dados gerados neste estudo compreendem
0s resultados apresentados por 24 pacientes com hanseniase (10 do Polo TT e 14
do Polo VV) e 12 individuos nao infectados, utilizados como grupo controle. Estes
dados serdo apresentados em duas partes.

A primeira parte constitui-se dos dados englobando toda a populacéo de
estudo (36 individuos), onde os resultados serdo mostrados na seguinte ordem: a)
analises descritivas da populacao de estudo; b) analise do perfil de citocinas séricas
de pacientes com as formas polares da hanseniase e individuos néo infectados; c)
andlise da assinatura dos biomarcadores; d) andlise das correlacbes dos
biomarcadores.

Na segunda parte o trabalho teve como objetivo averiguar o impacto do
tratamento sobre o perfil de citocinas séricas entre as formas polares da hanseniase

(Polo TT e Polo VV), seis meses apds inicia-se o tratamento.
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6.1 Analises descritivas da populacado estudada

Participaram deste estudo, pacientes casos novos que apresentavam as
formas clinicas da hanseniase TT e DT (Polo TT, n= 10) e as formas DV e VV (Polo
VV, n= 14), juntamente com individuos nao infectados (NI, n= 12), totalizando 36
individuos (TABELA 1). Observou-se maior representacdo numérica dos pacientes
alocados no Polo VV (39%), frente aos demais grupos.

A andlise descritiva da populacdo do estudo pode ser observada na Tabela 2,
onde foram analisadas as variaveis clinicas: género, idade (faixa etaria), numero de
lesbes cutaneas e de nervos acometidos, grau de incapacidade fisica, indice
baciloscépico (escalonado), resultados do teste ML Flow e a classificacao
operacional, conforme OMS (2002), as quais foram coletadas no prontuario médico
dos participantes. ApoOs analise dos dados, observou-se maior prevaléncia de
participantes do género feminino na maioria dos grupos (x60%). A idade geral dos
participantes variou de 26 a 65 anos, sendo mais incidente na faixa etaria de 46-55
para o Polo TT (60%), de 56-65 para o Polo VV (50%) e de 25-35 anos para 0s nao
infectados (50%). Quanto as variaveis clinicas, as mesmas foram avaliadas apenas
nos grupos polares, onde a classificacdo operacional predominante foi a MB (n=14),
correspondendo a 58% dos casos novos (n=24). O indice baciloscépico, mostrou-se
negativo (IB=0) em todos os pacientes do Polo TT, sendo positivo (IB>0) na maioria
dos pacientes do Polo VV (n=10 / 71%). O numero de lesbes cutaneas <5 teve
predominio absoluto dentro do Polo TT (100%), ao contrario do Polo VV, onde
predominou o numero de lesbes >5 (79%). JA o nimero de nervos acometidos foi
baixo (=2) nos dois grupos de pacientes com hanseniase (Polo TT= 80% e Polo VV=
57%), assim como o grau de incapacidade fisica que foi zero na maior parte dos
pacientes do Polo TT (90%) e do Polo VV (50%). Para os resultados de ML Flow, a
soronegatividade foi unanime dentre os componentes do Polo TT, ao contrario do
Polo VV, onde a maior parte dos pacientes (86%) apresentou resultado positivo para
este teste.
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TABELA 2 — Andlise descritiva da populacéo estudada

Variavel Polo TT Polo VV NI
n (%) n (%) n (%)

Género

Feminino 6 (60) 8 (57) 7 (58)

Masculino 4 (40) 6 (43) 5 (42)

Idade (anos)

25-35 2 (20) 2 (14) 6 (50)

36-45 1(10) 3(21) 3(25)

46-55 6(60) 2 (14) 1(8)

56-65 1(10) 7 (50) 2 (17)

Classificacdo operacional

Paucibacilar 10 (100) 0 (0)

Multibacilar 0 (0) 14 (100)

indice Baciloscopico

0 10 (100) 4 (29)

012 0 (0) 1(7)

214 0 (0) 5 (36)

416 0 (0) 4 (29)

N° de lesGes cutaneas

<5 10 (100) 3(21)

>5 0 (0) 11 (79)

N° de nervos acometidos

<2 8 (80) 8 (57)

=2 2 (20) 6 (43)

Incapacidade Fisica

Grau 0 9 (90) 7 (50)

Grau | 0 (0) 2 (14)

Grau Il 1 (10) 5 (36)

Teste ML Flow

Negativo 10 (100) 2 (14)

Positivo 0 (0) 12 (86)

FONTE: Dados da pesquisa (2016)

6.2 Analise do perfil de citocinas séricas de pacientes com formas
polares da hanseniase e individuos nao infectados

A quantificagdo das diferentes citocinas (IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-17A e TNF) foi avaliada no soro de individuos n&o infectados (NI) e



50

em pacientes recém-diagnosticados com hanseniase nas formas TT e DT (Polo TT)
e nas formas DV e VV (Polo VV).

Em relacdo a producao de IL-6, os pacientes do Polo VV apresentaram niveis
séricos significativamente mais elevados (p=0,0095), quando comparados tanto com
os individuos do Polo TT quanto ao grupo NI (FIGURA 5B). Para as citocinas IL-1p,
IL-8 e TNF, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
estudados (FIGURA 5A, 5C e 5D).
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Figura 5: Analise dos niveis séricos das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em individuos néo infectados (NI, n = 12) e em pacientes do Polo
TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14). Os resultados foram expressos em picograma por mililitro (pg/mL)
e representados em gréficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos interquartis para
cada grupo e os outliers (*). As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estéo representadas por
linhas de conexao e pelos simbolos: (*) para p valor entre 0,01 a 0,05; (**) para p valor entre 0,001 a
0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001 e (****) para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

De forma geral, observou-se que pacientes com hanseniase apresentam
niveis séricos significativamente mais altos de IFN-y (p<0,0001), quando

comparados ao grupo de individuos nao infectados (FIGURA 6B). Entretanto, n&o
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foram observadas diferencas significativas entre os grupos polares (Polo TT e Polo
VV). Para as citocinas IL-12p70 e IL17A, ndo foram observadas diferencas

significativas (p<0,05) entre os grupos estudados (FIGURA 6A e 6C).
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Figura 6: Andlise dos niveis séricos das citocinas IL-12p70, IFN-y e IL-17A mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em individuos néo infectados (NI, n = 12) e em pacientes do Polo
TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14). Os resultados foram expressos em picograma por mililitro (pg/mL)
e representados em gréficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos interquartis para
cada grupo e os outliers (*). As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estéo representadas por
linhas de conexao e pelos simbolos: (*) para p valor entre 0,01 a 0,05; (**) para p valor entre 0,001 a
0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001 e (****) para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

A analise dos dados mostrou que tanto paciente do Polo TT quanto do Polo
VV apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL-10 (p<0,0001), em
comparacdo ao grupo NI (FIGURA 7B). Na comparagdo entre os dois polos da

hanseniase (Polo TT e Polo VV) ndo foram observados diferencas significativas.
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Para a citocina IL-13, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
estudados (FIGURA 7A).
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Figura 7: Andalise dos niveis séricos das citocinas IL-13 e IL-10 mensurados por Cytometric
Bead Array (CBA) em individuos néo infectados (NI, n =12) e em pacientes do Polo TT (n = 10)
e do Polo VWV (n = 14). Os resultados foram expressos em picograma por mililitro (pg/mL) e
representados em graficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos interquartis para
cada grupo e os outliers (*). As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estéo representadas por
linhas de conex&o e pelos simbolos: (*) para p valor entre 0,01 a 0,05; (**) para p valor entre 0,001 a
0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001 e (****) para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

6.3 Analise da assinatura dos biomarcadores séricos IFN-y, IL-1f,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF em pacientes com
formas polares da hanseniase e individuos néo infectados

Para delinear o perfil em “alto” ou “baixo” produtor das citocinas avaliadas,
estruturou-se a assinatura dos biomarcadores a partir do calculo da mediana global
para cada biomarcador. Estes valores foram utilizados como ponto de corte de tal
forma que individuos com niveis séricos de citocina acima desta mediana global
foram considerados “altos produtores”. Cada conjunto de dados foi montado em
diagramas em cinza e branco, a fim de calcular a frequéncia de "altos produtores" e
“baixos produtores” dentro de cada grupo estudado (FIGURA 8). Considerou-se que
as frequéncias relevantes foram aquelas onde mais de 50% do grupo de estudo era
formado por “altos produtores”. E importante ressaltar que o conceito de “alto” e
“baixo” produtor aplica-se apenas a este conjunto de dados e os valores da mediana
global s6 devem ser considerados como limiar para esta populacdo de estudo

especifica. A seguir, montou-se a assinatura ascendente de citocinas séricas dos
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grupos NI, Polo TT e Polo VV, sobrepondo-as para indicar em cada um dos grupos,
aguelas com altos niveis (250%), sendo destacadas em negrito e por retangulos
(FIGURA 9). Desta forma, esta estratégia de analise permitiu observar que, para
grupo de individuos nao infectados, nenhuma das citocinas avaliadas obteve
frequéncias acima de 50%, ou seja, todas as citocinas analisadas nos individuos do
grupo NI estdo dentro de “baixos produtores”. Por outro lado, ao observar a
producdo de citocinas no Polo TT, verificou-se destaque da IL-1p3 (70%), seguido
respectivamente dos niveis de IFN-y (60%), IL-10 (60%) e IL-13 (50%). Enquanto o
Polo VV obteve frequéncias relevantes para quase todas as citocinas, com destaque
para producdo de IL-10 (79%), seguido respectivamente dos niveis de IL-6, IFN-y,
IL-8 e IL-17A (71%), TNF (64%), IL-1B e IL-13 (50%).
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Biomarcadores Séricos

=
- Y at&m& 8
® = T 9 T =T = T £ 3
= B 2 =2 2 =2 =2 =2 E 32
=
=
£
z
P s 33 0 25 33 0 42 42 42 2
=
T = :an'n:‘-
= T % T = = 5
2= £ 2 2 2 =2 2 2 £

2
T o= Qt&ﬂ:‘-
? =2 % %9 % 5 = = 5
4 £ 2 2 2 2 2 2 £
2

= c
-]
3
o
P % 30 60 70 20 6 30 5 40 40 P 71 11 5 71 79 43 50 11 64

Figura 8: Assinatura geral de citocinas séricas — frequéncia de "altos produtores" dos
biomarcadores IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em individuos néo infectados (NI, n = 12) e em pacientes do Polo
TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14). Diagramas em cinza e branco foram usados para calcular a
frequéncia final de “altos produtores” em cada grupo. Frequéncias relevantes dos “altos produtores” (=
50%) s&@o destacadas em negrito sublinhado. Os individuos foram classificados como baixos
produtores (branco) ou altos produtores (cinza) com base em seus niveis de biomarcadores séricos,
de acordo com a distribuicdo mediana dos dados globais.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).
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Figura 9: Assinatura ascendente de citocinas séricas — curva ascendente da frequéncia de
"altos produtores" dos biomarcadores IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e
TNF mensurados por Cytometric Bead Array (CBA) em individuos nao infectados (NI, n =12) e
em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14). Sobreposi¢édo de assinatura de citocinas
ascendentes foi montada e as citocinas com frequéncia maior ou igual ao percentil 50 séo destacadas
em negrito e por retdngulos no painel abaixo da curva. A linha pontilhada no gréfico evidencia o
percentil 50.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

6.4 Analise das correlagdes dos biomarcadores séricos IFN-y, IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF em pacientes
com formas polares da hanseniase e individuos néo infectados

Foi construida uma rede de biomarcadores para avaliar as associa¢gfes entre

citocinas séricas dentro de cada grupo. Calculou-se o coeficiente de correlacdo de
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Spearman, sendo considerado estatisticamente significativo quando p<0,05. Utilizou-
se o indice de correlacdo para caracterizar a for¢ca das correlacdes como: negativa
(r<0), moderada (0,36>r<0,67) e forte (r>0,68) (TAYLOR, 1990). Para a analise de
dados, utilizou-se o software Prisma 5.0 (San Diego, USA) na criagdo das matrizes
de correlacdo (ANEXO Ill) e o Cytoscape (versdo 2.8) na elaboracdo das redes,
como uma representacéo da correlagéo entre as citocinas avaliadas (FIGURA 10).

O Anexo lll apresenta as matrizes de correlacéo utilizadas neste estudo para
estabelecer as interacfes e a for¢a das correlacdes entre as citocinas séricas IFN-y,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, onde os valores destacados
com retangulos e em negrito correspondem aos valores dos coeficientes de
correlacdo de Spearman que foram estatisticamente significativos (p<0,05).

A Figura 10 demonstra a analise das correla¢cdes dos biomarcadores séricos
IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF entre oS grupos
estudados.

A analise dos dados de individuos nao infectados mostrou correlacao
negativa, moderada e significativa entre as citocinas IL-10 e IL-13 (p=0,049). Houve
correlacdo significativa, moderada e positiva entre as moléculas IL-10 e TNF
(p=0,009) e entre as moléculas IL-10 e IL-12p70 a correlacdo se mostrou forte,
significativa e positiva (p=0,028).

Quanto a avaliacdo do Polo TT, observou-se a presenca de correlacfes
positivas, moderadas e significativas entre as citocinas séricas IFN-y e TNF
(p=0,037) e entre IL-12p70 e IL-17A (p=0,038). E correlacdes fortes, positivas e
significativas foram observadas entre as citocinas IFN-y e IL-17A (p=0,027); IL-17A e
TNF (p=0,006); IL-13 e IL-1B (p=0,022) e entre as citocinas IL-12p70 e IL-13
(p=0,030).

Na avaliacdo do Polo VV, observou-se correlacdo significativa e positiva entre
guase todos os biomarcadores séricos analisados, com excecdo apenas das
moléculas IFN-y e IL-8. Estas correlagdes foram moderadas entre as citocinas IL-10
e TNF (p=0,028); IL-10 e IL-6 (p=0,031); IL-1B e IL-12p70 (p=0,044); IL-1B e IL-13
(p=0,035); IL-1p e TNF (P=0,044); TNF e IL-6 (p=0,024) e entre as citocinas TNF e
IL-17A (p=0,013). Observou-se também, correlacdes fortes entre as moléculas IL-1p
e IL-17A (p<0,001) e entre IL-12p70 e IL-13 (p=0,002).
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Em suma, observou-se que os individuos NI e pacientes do Polo TT
apresentam poucas interacdes entre as citocinas estudadas, e que os pacientes do
Polo VV apresentam intensas interacdes, especialmente as citocinas avaliadas,
entretanto ainda apresentam resposta imune inflamatoria modulada, evidenciada
pela correlagdo entre a IL-10 e as moléculas TNF e IL-6. Neste sentido, nota-se o
Polo VV é mais ativado do que o Polo TT, embora o Polo TT apresente uma
microrrede que se destaca (TNF, IFN-y e IL-17A) e que pode ser importante no

desencadeamento de uma resposta imune mais efetiva durante a infeccéo.

NI

Figura 10: Rede de biomarcadores séricos para individuos nédo infectados (NI, n = 12) e
pacientes recém-diagnosticados com hanseniase nas formas polares Polo TT (n = 10) e Polo
VV (n = 14). As linhas destacam interagdes entre as citocinas séricas IFN-y, IL-14, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-17A e TNF, onde (---) representa as conexdes negativas, (—) conexdes moderadas e
(==) conexdes fortes.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).
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6.5 Analise do perfil de citocinas séricas de pacientes do Polo TT e
do Polo VV antes e seis meses ap6s inicio da PQT

Com o objetivo de avaliar o impacto da PQT sobre o perfil de citocinas séricas
foram quantificados os niveis IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e
TNF no soro de 24 pacientes recém-diagnosticados com hanseniase, sendo 10 com
as formas TT e DT (Polo TT) e 14 com as formas DV e VV (Polo VV), antes e seis
meses apos o inicio do tratamento poliquimioterapico.

A analise dos dados pareados mostrou diminuicdo significativa dos niveis
séricos de IL-6 (p=0,0245) nos pacientes do Polo VV, seis meses apos inicio da
PQT. Enquanto nos pacientes do Polo TT néo foi observado nenhuma alteracéo
significativa nos niveis sérios de IL-6 (FIGURA 11B). Para as citocinas IL-1p, IL-8 e
TNF, ndo foram observados a presenca de diferenca significativa na comparacéo de
cada grupo, antes e seis meses apos inicio do tratamento (FIGURA 11A, 11C e
11D).
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Figura 11: Analise dos niveis séricos das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14), antes e
seis meses apos inicio do tratamento. Os resultados foram expressos em picograma por mililitro
(pg/mL) e representados em graficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos
interquartis para cada grupo e os outliers (¢). Retangulos em cinza demonstram a gama de
concentracdes observadas no soro de individuos ndo infectados. As diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) estéo representadas por linhas de conexdo e pelos simbolos: (*) para p valor
entre 0,01 a 0,05; (**) para p valor entre 0,001 a 0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001 e (****)

para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016)

ApoOs seis meses de PQT, pacientes do Polo TT demonstraram niveis sérios
significativamente mais elevados de IFN-y (p=0,0391) em comparagcdo com 0s niveis
de antes do inicio do tratamento. Entretanto nos pacientes do Polo VV, ndo se
observou diferenga significativa desta citocina seis meses apos inicio da PQT
(FIGURA 12B). Para as citocinas IL-12p70 e IL-17A, ndo foram observados a
presenca de diferenca significativa na comparagdo de cada grupo, antes e seis

meses apos o inicio do tratamento (FIGURA 12A e 12C).
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Figura 12: Andlise dos niveis séricos das citocinas IL-12p70, IFN-y e IL-17A mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14), antes e
seis meses apos inicio do tratamento. Os resultados foram expressos em picograma por mililitro
(pg/mL) e representados em graficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos
interquartis para cada grupo e os outliers (¢). Retangulos em cinza demonstram a gama de
concentracdes observadas no soro de individuos n&o infectados. As diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) estéo representadas por linhas de conexdo e pelos simbolos: (*) para p valor
entre 0,01 a 0,05; (**) para p valor entre 0,001 a 0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001 e (****)
para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

Na andlise das citocinas IL-10 e IL-13, ndo foram observados a presenca de
diferenca significativa na comparacédo pareada dos pacientes, antes e seis meses
apos o inicio do tratamento, em nenhum dos dois grupos avaliados (FIGURA 13A,

13B).



62

4 10 - B
84
2 : j ==
£
== & 6{ =4 =
o 74 o
NN N s
= =
1 2.
0 r r r r 0 r T r ¥
Polo TT  PoloTT Polo VW Polo W Polo TT Polo TT Polo VW Polo W
antes do tto 6 meses de tto antes do tto 6 meses de tto

Figura 13: Analise dos niveis séricos das citocinas IL-13 e IL-10 mensurados por Cytometric
Bead Array (CBA) em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14), antes e seis meses
apos inicio do tratamento. Os resultados foram expressos em picograma por mililitro (pg/mL) e
representados em gréficos do tipo boxplot que destacam a mediana, os intervalos interquartis para
cada grupo e os outliers (). Retangulos em cinza demonstram a gama de concentracdes observadas
no soro de individuos ndo infectados. As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo
representadas por linhas de conexédo e pelos simbolos: (*) para p valor entre 0,01 a 0,05; (**) para p
valor entre 0,001 a 0,01; (***) para p valor entre 0,0001 a 0,001e (****) para p valor< 0,0001.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

6.6 Analise da assinatura dos biomarcadores séricos IFN-y, IL-1p,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF em pacientes do
Polo TT e do Polo VV antes e seis meses apos inicio da PQT

A andlise dos dados demonstrou aumento na frequéncia de individuos
considerados como “altos produtores”, seis meses apds o inicio do tratamento, das
citocinas séricas avaliadas (exceto IL-1B) em pacientes do Polo TT, com destaque
para IFN-y que passou de 60% para 100% de “altos produtores”. Enquanto o Polo
VV apresentou aumento na frequéncia de “altos produtores” para as citocinas IL-1p,
IL-12p70, IL-13 e 1I-17A, seguido de decréscimo na frequéncia de “altos produtores”
das citocinas IL-6, IL-8 e IFN-y, seis meses apos o inicio da PQT. Nesta mesma
analise nao foram observadas alteragdes na frequéncia dos “altos produtores” de IL-

10 e TNF.
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Figura 14: Assinatura geral de citocinas séricas — frequéncia de "altos produtores" dos
biomarcadores IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF mensurados por
Cytometric Bead Array (CBA) em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo VV (n = 14), antes e
seis meses apos inicio do tratamento. Diagramas em cinza e branco foram usados para calcular a
frequéncia final de “altos produtores” em cada grupo. Frequéncias relevantes dos “altos produtores” (=
50%) s&o destacadas em negrito sublinhado. Os individuos foram classificados como baixos
produtores (branco) ou altos produtores (cinza) com base em seus niveis de biomarcadores séricos,

de acordo com a distribui¢do mediana dos dados globais.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).
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Figura 15: Assinatura ascendente de citocinas séricos — curva ascendente da frequéncia de
"altos produtores" dos biomarcadores IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e
TNF mensurados por Cytometric Bead Array (CBA) em pacientes do Polo TT (n = 10) e do Polo
VV (n = 14), antes e seis meses apods inicio do tratamento. Sobreposicdo de assinatura de
citocinas ascendentes foi montada e as citocinas com frequéncia maior ou igual ao percentil 50 séo
destacadas em negrito e por retangulos no painel abaixo da curva. A linha pontilhada no gréfico
evidencia o percentil 50.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).
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6.7 Anédlise das correlagdes dos biomarcadores séricos IFN-y, IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF em pacientes
do Polo TT e do Polo VV antes e seis meses apos inicio da PQT

Para a andlise de dados, utilizou-se o software Prisma 5.0 (San Diego, USA)
na criacdo das matrizes de correlacdo (ANEXO 1V) e o Cytoscape (verséo 2.8) na
elaboracdo das redes, como uma representacdo da correlacdo entre as citocinas
avaliadas, antes e seis meses apo0s inicio do tratamento poliquimioterapico (FIGURA
16).

O Anexo IV apresenta as matrizes de correlacao utilizadas neste estudo para
estabelecer as interacfes e a for¢a das correlacdes entre as citocinas séricas IFN-y,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, antes e seis meses apos inicio
do tratamento poliquimioterapico, onde os valores destacados com retangulos e em
negrito correspondem aos valores dos coeficientes de correlagdo de Spearman que
foram estatisticamente significativos (p<0,05).

A andlise dos dados de pacientes do Polo TT, seis meses ap0s inicio da PQT,
mostrou a perda das correlacdes significativas (p< 0,05) do IFN-y com as citocinas
IL-17A e TNF, juntamente com perda da interacédo IL-1p e IL-13. Em contrapartida,
observou-se a presenca de correlacdes positivas, forte e significativas entre as
citocinas IL-10 e IL-6 (p=0,017). Também se observou a presenca de novas
correlagdes positivas, forte e significativas entre as citocinas séricas IL-1p e IL-17A
(p=0,020); IL-1B e TNF (p=0,027); IL-6 e IL-8 (p=0,007); IL-6 e TNF (p=0,014); TNF e
IL-12p70 (p=0,003); TNF e IL-13 (p=0,008); IL-17A e IL-13 (p=0,007). Ja entre as
moléculas IL-6 e IL-17A, houve correlacdo significativamente moderada e positiva
(p=0,042).

Quanto a avaliacao do Polo VV, seis meses apos inicio da PQT, observou-se
aumento no numero de interacdes significativas da citocina IL-10, surgindo
correlacdo significativamente moderada e positiva entre a IL-10 e as citocinas IL-1
e IL-12p70 (p=0,049 e p=0,040, respectivamente). Bem como a presenca de novas
correlagdes positivas, moderadas e significativas entre a IL-13 e as citocinas IL-6, IL-
8 e IL-17A (p=0,014, p=0,015 e p=0,034, respectivamente). Observou-se também a
presenca de novas correlacdes positivas, forte e significativas entre as moléculas IL-
6 e IL-8 (p=0,004); IL-6 e IL-12p70 (p=0,002); e entre TNF e IL-13 9 (p=0,002),
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seguido da perda das correlagfes significativas (p< 0,05) entre o TNF e as citocinas
IL-6 e IL-10; e entre a IL-1p e as citocinas IL-12p70 e IL-13.

Em suma, observa-se que as redes se tornaram mais complexas apos o
tratamento poliquimioterapico, sendo esse aspecto mais evidente no Polo TT em
comparacao com o Polo VV. Apés o tratamento, no Polo TT, observa-se a perda a
microrrede (TNF, IFN-y e IL-17A) e o destaque da IL-6 que passa a desempenhar
um papel de protagonista das interagcbes e mantém uma relacdo direta com IL-10,
engquanto no Polo VV a IL-10 interage diretamente com IL-1p e IL-12p70, interacdes

estas que nao estavam presentes antes do tratamento.

Polo TT Polo VV
antes do tto antes do tto

Polo TT Polo VV

6 meses de tto 6 meses de tto
r-upm

Figura 16: Rede de biomarcadores séricos para pacientes recém-diagnosticados com
hanseniase nas formas polares Polo TT (n = 10) e Polo VV (n = 14), antes e seis meses apos
inicio do tratamento. As linhas destacam interacdes entre as citocinas séricas IFN-y, IL-1p, IL-8, IL-
6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, onde (---) representa as conexdes negativas, (—) conexdes
moderadas e (==) conexdes fortes.

IL-12p70

FONTE: Dados da pesquisa (2016).
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7 DISCUSSAO

Com o intuito de melhor compreender os mecanismos imunologicos
envolvidos no estabelecimento/manutencéo e resisténcia a infeccao pela M. leprae,
0 presente estudo caracterizou o perfil de citocinas séricas em pacientes recém-
diagnosticados no Centro de Referéncia em Hanseniase de Minas Gerais com as
formas polares da hanseniase, antes e seis meses ap0s iniciar o tratamento.

A infeccdo pelo M. leprae envolve inidmeros mecanismos imunolégicos
importantes que levam ao reconhecimento do micro-organismo e a elaboracao de
uma resposta imune inata e adaptativa eficaz, capaz de controlar a replicacdo do
parasito. A ativacdo do sistema imune, aliada a fatores genéticos que envolvem o
hospedeiro e o bacilo, podem ser cruciais na dindmica das manifesta¢ées clinicas
evidenciadas nos pacientes durante o curso da doenca (SCOLLARD et al., 2006;
MORAES et al.,, 2006). A heterogeneidade das manifestacdes clinicas na
hanseniase €, até hoje, um dos pontos a ser desvendados pela ciéncia. Ainda ndo
h&4 um mecanismo exato que esclareca por que alguns pacientes desenvolvem
alteracbes tdo graves, enquanto outros nao apresentam sinais ou sintomas
relacionados a infeccdo (QUARESMA et al., 2014).

A variabilidade das manifestacfes clinicas pode ser observada nos pacientes
que desenvolvem caracteristicas TT e VV de acordo com o grau de
comprometimento neural e da exacerbacéo das lesdes pré-existentes ou surgimento
de novas lesbes, antes, durante e até depois do tratamento e representam
complicagbes no manejo clinico desses pacientes, pois podem causar
consequentemente, deformidades e incapacidades irreversiveis (SCOLLARD et al.,
2006; JACOB et al., 2008). A lesdo neural é a manifestacdo de maior morbidade,
provoca deformidades fisicas que podem evoluir para lesGes incapacitantes e
permanentes e responde pela importancia historica, social e econdmica da doenca.
O diagnostico da hanseniase nas fases mais incipientes de sua evolucdo é de
fundamental importancia para que o tratamento seja iniciado no momento oportuno,
visando a evitar tais complicacoes.

Portanto, o principal desafio na fisiopatologia da hanseniase envolve fatores
que precedem o dano neural, a fim de conhecer biomarcadores imunoldgicos para

as fases mais incipientes da evolucao clinica da hanseniase, que pode ser um ponto
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de intervencdo para impedir a progressao da doengca em pacientes que ainda
apresentam a forma clinica indeterminada ou estdo no estagio inicial do
acometimento periférico/lesbes (BRASIL, 2002). Em busca destes biomarcadores,
alguns grupos de pesquisas apontaram as citocinas como orquestradoras do
desenvolvimento das les6es (BELGAUMKAR et al., 2007).

Entretanto, para tais descobertas, a correta caracterizagdo da populacao de
estudo se faz fundamental, assim como as caracteristicas demogréaficas destes
individuos.

No presente estudo, a predominancia das mulheres foi observada em 58%
dos casos novos, apontando para o maior zelo e preocupagéo do género feminino
tanto com a saude quanto aos aspectos fisicos, diretamente afetados pela doenca
(LANA et al., 2003).

A maioria dos pacientes apresentou idade na faixa etaria entre 46 a 65 anos
(Polo TT, 70% e Polo VV, 64%), reforcando que, apesar de todo avanco em
diagnéstico e tratamento, casos novos de hanseniase estdo sendo tardiamente
descobertos (WHO, 2002; ARAUJO, 2003).Tendo em vista que o bacilo tem
multiplicacdo lenta, levando assim a um longo periodo de incubacdo, geralmente
entre 2 a 7 anos. Desta forma, a infeccdo pode se permanecer silenciosa podendo
manifestar-se até 20 anos ap0s o contato com individuos infectantes (BRASIL,
2002). Demonstrando possivel falha no rastreamento e acompanhamento de
contatos domiciliares de pacientes previamente diagnosticados com a doenca ou até
mesmo falta de capacitacdo dos profissionais da atencdo basica em saude no
diagnéstico precoce da hanseniase, conforme demonstrado em estudos realizados
no Vale do Jequitinhonha — Minas Gerais (LANA et al., 2004; LANA et al., 2006).

Quanto ao numero de lesbes cutaneas, 45,8% dos pacientes apresentaram
seis ou mais lesBes, correspondendo a forma MB da classificagdo operacional
proposta pela OMS, percentual pouco maior que os 39,5% encontrados em um
estudo realizado em Minas Gerais entre 0os anos de 2002 e 2004 incluindo 1041
casos novos de hanseniase (GROSSI et al., 2008).

Na hanseniase, o envolvimento de nervos periféricos € um importante preditor
de incapacidades e deformidades fisicas. Neste estudo, 33% dos pacientes
apresentaram dois ou mais nervos acometidos, aproximando-se dos 39%
encontrados em outro estudo realizado no mesmo centro de referéncia, envolvendo
110 pacientes, entre os anos de 2006 e 2007 (SARUBI, 2008).
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A andlise dos resultados do teste sorologico ML Flow, que detecta com alta
sensibilidade e especificidade anticorpos IgM contra o PGL-1 do M. leprae, mostrou
gue 86% dos pacientes MB apresentaram resultados positivos, sendo coerente com
a caracteristica humoral observada nesta forma clinica (BUHRER-SEKULA et al.,
2003). Outros estudos mostram que a presenca de anticorpos IgM contra o PGL-1
esta intimamente relacionada a carga bacilar do paciente (BUHRER-SEKULA et al.,
2000).

Os pacientes MB sdo caracterizados pelos altos niveis de anticorpos
especificos ao PGL-1 do M. leprae, sem conferir protecdo contra o bacilo, que é
intracelular obrigatorio, proporcionando a multiplicagdo e disseminacdo dos bacilos,
na auséncia de uma resposta imune celular efetiva com a producdo de citocinas
majoritariamente anti-inflamatoérias (HOLZER et al., 1986; GOULART et al., 2002;
BARKER, 20086).

As citocinas sdo moléculas sollveis secretadas por células da imunidade
inata ou adaptativa em resposta a micro-organismos e outros antigenos, que
medeiam muitas funcdes dessas células. As citocinas tém um papel fundamental na
imunorregulacdo da resposta de leucécitos, regulam a intensidade, duragdo e a
qualidade da resposta imune (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000; SPELLBERG; EDWARDS,
2001).

No presente estudo, a analise dos resultados demonstrou que pacientes do
Polo VV apresentaram maior expressao dos niveis séricos de IL-6 em comparacao
com pacientes do Polo TT e individuos ndo infectados. A IL-6 é uma citocina
pleiotrépica que influencia tanto na reacdo inflamatdria quanto na resposta imune
antigeno-especifica. Desempenha importante papel pré-inflamatorio, estimulando a
sintese hepatica de proteinas de fase aguda como a proteina C reativa, além de
estimular a producao de neutrofilos, sendo estes recrutados para o foco inflamatério
na fase precoce da interacdo patdgeno-hospedeiro efetuando fagocitose e liberando
mediadores pro-inflamatorios, atraindo monécitos/macréfagos e potencializando o
processo inflamatorio (HEINRICH et al., 1990).

Alguns dados da literatura relatam maiores concentragdes de IL-6 nas formas
polares tuberculéide-tuberculbide e dimorfa-tuberculéide em oposto as outras formas
dimorfa-virchowiana e virchowiana-virchowiana (REYNARD et al., 2003; ANTAS et
al., 2004; SCOLLARD et al., 2006 e FULYA et al., 2006). Entretanto, verificou-se que

a IL-6 também participa na proliferacéo e diferenciacdo de linfocitos B em células



70

secretoras de anticorpos (ALCAIS et al., 2005; RADA et al.,, 2005), o que pode
contribuir para o desenvolvimento da imunidade humoral caracteristica das formas
clinicas multibacilares (VV e DV) que exibem altos niveis de anticorpos frente a
antigenos especificos do M. leprae (MENDONCA et al., 2008).

O IFN-y, importante citocina pré-inflamatéria, atua na ativacdo de macréfagos,
promovendo a liberacdo de reativos de oxigénio e nitrogénio, fundamentais na
destruicdo dos bacilos capturados no interior destes macréfagos. Dados da literatura
relatam maior expressao dos niveis de IFN-y em pacientes do polo tuberculoide, que
apresentam um perfil mais proé-inflamatoério (Th1l) (MODLIN et al., 1988).

Através da analise dos dados, observou-se que os pacientes com hanseniase
expressaram niveis séricos mais elevados de IFN-y em comparagdo ao grupo de
individuos nao infectados. No entanto, na comparagcdo entre as formas clinicas
polares (Polo TT e Polo VV), ndo houve diferencas significativas nos niveis séricos
desta molécula. Durante a analise deste biomarcador através do diagrama de “altos”
e “baixos” produtores, verificou-se que em 71% dos individuos do Polo VV se
comportam como “altos produtores” de IFN-y, sobressaindo aos 60% observados no
Polo TT. Entretanto, ao observaras redes de citocinas, verificou-se que o Polo VV
nao apresenta nenhuma correlacdo significativa entre esta citocina e os demais
biomarcadores. Sugere-se que 0s niveis mais elevados de IFN-y no Polo VV, possa
ser uma tentativa de compensacdo do sistema imune desses pacientes frente ao
bacilo dado que, os macrofagos de individuos virchowianos ndo séo eficientes na
eliminacdo dos bacilos fagocitados, o0 que propicia a sua sobrevivéncia e
multiplicacdo no interior desses fagocitos, levando a disseminacdo do M. leprae no
organismo destes individuos. (WALKER; LOCKWOOD, 2006; BARKER, 2006).
Desta forma, niveis elevados de IFN-y mensurados no soro destes pacientes possa
ser um reflexo sistémico desta sua ineficiéncia de atuacdo nos locais da infeccao
causada por este bacilo. Para os pacientes que compdem o Polo TT, os niveis
sistémicos desta citocina podem néo estar tdo acentuados, uma vez que parte desta
citocina € consumida no préprio sitio da lesdo. Sobretudo, ao analisar a rede de
citocinas, verificou-se correlagdo significativa do IFN-y apenas no Polo TT. Foi
observada interacdo positiva do IFN-y com TNF, o que demonstra ativa presenca do
braco pro-inflamatorio neste grupo. De acordo com alguns autores, a citocina TNF-a.

€, predominantemente, produzida por macréfagos e tem papel fundamental na
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defesa contra patdgenos intracelulares. Ao avaliar o espectro clinico da hanseniase
e a producdo de citocinas observou-se, no polo TT, predominio de uma resposta
imune celular e producédo de citocinas proé-inflamatérias, onde o IFN-y age sobre
macrofagos, estimulando a fagocitose e os mecanismos de ativagéo celular, levando
a maior producdo de TNF-a, que potencializa a ativacdo macrofagica através de um
mecanismo sinérgico ciclico (ANTAS et al., 2004; BARKER, 2006).

A IL-10 é uma citocina que atua na regulacdo negativa da resposta imune
inflamatdria, desempenhando importante papel modulador. A IL-10 inibe as citocinas
pro-inflamatorias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6, produzidas por macrofagos e
monocitos ativados, estimulando a producdo enddgena de citocinas anti-
inflamatérias (ZHANG; AN, 2007; CRUZ et al., 2008).

A andlise da expressao sérica de IL-10 dentro dos grupos estudo demonstrou
que os pacientes com hanseniase apresentam niveis mais elevados desta citocina
em comparacao ao grupo de individuos nao infectados. Entretanto, na comparacéao
entre as formas clinicas polares (Polo TT e Polo VV), ndo houve diferenca
significativa nos niveis séricos de IL-10. No entanto, ao observar o diagrama de
“altos” e “baixos” produtores, verificou-se que a citocina IL-10 apresentou-se como o
biomarcador com a maior frequéncia de individuos classificados como “altos
produtores” dentro do grupo polar VV (79%). Além disso, se observou, na rede de
biomarcadores, correlagdes significativas da IL-10 com as moléculas TNF e IL-6
dentro do Polo VV, n&o sendo o mesmo observado dentro do Polo TT. Desta forma,
os dados obtidos neste estudo reforcam o destaque da IL-10 no Polo VV. A IL-10
tem como caracteristica ser uma citocina reguladora, atuando principalmente em
macrofagos ativos, onde desempenha seu papel modulador da resposta imune. Isso
permite a proliferacdo do M. leprae, o aparecimento de muitas lesdes e infiltrados
inflamatorios, caracteristicos do polo virchowiano (MENDONCA et al., 2008;
DEGANG et al., 2014; NATH; SAINI; VALLURI, 2015).

Na analise da rede de biomarcadores, observou-se que individuos nao
infectados (NI) apresentam naturalmente, tanto citocinas pro-inflamatorias quanto
reguladoras, em niveis basais e de maneira modulada. J4 os pacientes com
hanseniase apresentaram resposta imune inflamatéria evidente, sendo que, 0s
individuos do Polo TT exibem modesta rede geral de citocinas com baixo

envolvimento de citocinas reguladoras, enquanto o Polo VV revela-se fortemente
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influenciado pela acdo moduladora da IL-10, possibilitando assim a disseminag&o
descontrolada do bacilo neste grupo.

Sobretudo, apesar do conhecimento dos ultimos anos sobre a participacdo da
resposta imune do hospedeiro contra o M. leprae, pouco se sabe sobre o impacto do
tratamento nesses individuos. De acordo com alguns autores, a producdo de
citocinas em pacientes com hanseniase é devido a estimulacdo das células do
sistema imune por antigenos de M. leprae, e, quando estes antigenos sédo reduzidos
por meio de tratamento, a producéo de citocina pode ser reduzida ou mesmo atingir
0s niveis encontrados em individuos nao infectados (MOUBASHER et al., 1998a;
MOUBASHER et al., 1998b).

Em 1998 Moubasher e colaboradores concluiram que a carga bacteriana
pode ser o fator determinante para o0s niveis séricos de citocinas em pacientes com
hanseniase. Tendo em vista que as células do sistema imune produzem citocinas
em resposta a estimulacdo antigénica, cabe ressaltar que embora o tratamento atue
diminuindo a carga bacteriana, também expfe determinantes antigénicos que nao
estavam expostos antes da terapéutica, isso pode ser do ponto de vista da resposta
imune, um fator para estimulacdo crbnica constante e prolongada da resposta
imune. Portanto, avaliou-se também o impacto do tratamento na producdo de
citocina nos dois polos da hanseniase (Polo TT e Polo VV), apés seis meses de
PQT em comparacdo com os niveis de antes do inicio do tratamento.

Na amostra estudada, a concentracéo sérica de IL-6 (p<0,01) foi elevada em
pacientes do Polo VV antes do tratamento, quando comparados com os individuos
NI. Entretanto, observou-se uma queda nos niveis séricos de IL-6 (p<0,05) em
pacientes do Polo VV no periodo de seis meses apds intervencao
poliquimioterapica, chegando a niveis proximos aos do grupo NI. Outros trabalhos
demonstram a importancia da triagem da IL-6 no acompanhamento da evolucao do
tratamento em doencas agudas. Sobretudo, ndo foram encontrados estudos desta
citocina durante ou pos o tratamento de doencas cronicas. Os niveis elevados de IL-
6 no soro de pacientes do Polo VV sugerem que esta citocina pode desempenhar
papel importante na patogénese da doenca, sendo utii como biomarcador da
resposta a PQT em pacientes com hanseniase multibacilar.

Observou-se neste estudo aumento dos niveis séricos de IFN-y em pacientes
do Polo TT apdls seis meses do inicio da PQT, comparados aos niveis antes do

tratamento. Entretanto, verificou-se a perda da correlacdo deste IFN-ycom TNF,
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juntamente com o ganho da correlacdo positiva entre a molécula anti-inflamatoria IL-
10 e a citocina IL-6, mostrando a possivel efetividade do brago imunorregulatério
neste polo, seis meses apds a intervencdo poliquimioterapica. Em contrapartida
outro estudo descreveu uma redugédo na producdo de TNF-a e IFN-yem lesdes
cutaneas de pacientes TT apos PQT (ARNOLDI et al., 1990).

Um fator adicional € o possivel efeito inibidor direto da quimioterapia
combinada sobre a producado de citocinas. A clofazimina tem efeito anti-inflamatoério
e pode inibir a estimulacao induzida por mitdgenos de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC’s) (ARBISER; MOSCHELLA, 1995). Além disso, a dapsona
tem efeito anti-inflamatério ndo relacionado a sua acéo antibacteriana (KATZ, 1993).
Entretanto, embora o efeito inibidor da PQT possa diminuir a produgéo de citocinas,
observa-se neste estudo que a terapéutica aumenta a complexidade de interacdes
entre elas. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para compreender a
participacdo efetiva das citocinas na polaridade da doenca e verificar as possiveis
alteracdes durante o curso do tratamento poliquimioterapico na hanseniase. Faz-se
necessario também, a mensuracdo das citocinas estudadas e o acompanhamento
do indice baciloscopico destes pacientes apos termino do tratamento, possibilitando
assim, a comparacao da alteracdo do perfil destas citocinas com a real reducéo

bacilar ap6s a intervencéo da PQT.
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8 CONCLUSAO

Os niveis elevados de IL-6 e IFN-y no soro de pacientes com hanseniase,
juntamente com aumento da IL-10 sérica em pacientes do Polo VV reforcam o
importante papel que estas citocinas desempenham na patogénese da doenca.
Além disso, a reducéo de IL-6 durante o tratamento sugere que esta citocina pode
ser util como biomarcador da resposta ao tratamento em pacientes com a forma
multibacilar da hanseniase. Os pacientes do Polo TT apresentaram niveis elevados
de IFN-y, sendo estes ainda mais altos durante o tratamento. Entretanto a resposta
imune inflamatoria apresentada antes do tratamento passa a ser modulada durante
a poliquimioterapia.

Em sintese, o efeito do tratamento mostrou que a terapéutica PQT desliga as

respostas de citocinas com altera¢des importantes no balanco da IL-6, IL-10 e IFN-y.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO CASO —

Projeto de Pesquisa

TITULO: “Caracterizagio dos mecanismos imunolégicos de pacientes infectados pelo
Mycobacterium leprae sua correlacdo com a expressdo clinica, prognéstico e resposta
terapéutica da hanseniase”.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa clinica, e antes de aceitar ¢
necessario que vocé leia e compreenda a seguinte explicacdo sobre o que se propde a ser feito.
Esta declaracdo descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos e desconforto do
estudo.

DESCRICAO DO ESTUDO: Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa
cientifica como voluntério (vocé pode escolher se quer participar ou ndo). Para isso, devera
ler este documento todo e perguntar aos pesquisadores tudo o que ndo entendeu antes de
aceitar participar da pesquisa.

Esta pesquisa ir4 estudar a Hanseniase, uma doenca que acomete pele e nervos e que pode
causar grandes deformidades. O objetivo da pesquisa é entender melhor essa doenca, podendo
ajudar na prevencao, no tratamento das deformidades provocadas pela doenca e melhora da
qualidade de vida do paciente. Sera colhida uma pequena amostra de sangue (35 mL) em
tubos estéreis para as dosagens bioquimicas e imunoldgicas. E também sera realizada uma
biopsia de pele. Os exames de sangue tém como propdsito a realizacdo do hemograma e
caracterizacdo das células de defesa do organismo para auxiliar no entendimento dos
mecanismos imunologicos envolvidos na doenca.

Se vocé concordar em participar, vocé estara ajudando diversos pesquisadores a entender
melhor a hanseniase e como se pode melhorar seu tratamento e a cura dos doentes. Assim,
podera ajudar muitas pessoas que, como vocé, hoje estdo com essa doenca ou podem vir a
ficar doentes no futuro.

Vocé ndo terd nenhuma despesa e nem receberd pagamento nenhum para participar da
pesquisa; a qualquer momento, vocé podera desistir de fazer parte dela, sem qualquer
prejuizo.

“Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas duvidas com uma dos
pesquisadores, eu declaro que concordo com seus termos e aceito participar desta pesquisa”.

O TCLE sera assinado em duas vias € uma delas, serd entregue ao voluntario da
pesquisa.

BENEFICIOS: Os participantes terdo seu estado imunolégico avaliado através do
hemograma e de outros exames a serem realizados. Além disso, a participacdo nesse estudo
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podera contribuir para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na Hanseniase, podendo
colaborar para a melhoria do tratamento desta doenca. Os resultados das avaliagdes clinicas e
laboratoriais serdo fornecidos e explicados para cada participante do estudo, incluindo os
individuos saudaveis que constituirdo o grupo controle.

RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para 0s participantes sdo minimos. Existe a
possibilidade de ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada do sangue,
no entanto, a coleta serd realizada por profissional enfermeiro treinado e experiente, que
podera auxiliar o participante no caso de ocorréncia de algum desconforto.

PERMISSAO PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): Todas as
informacdes, incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do prontuario
do paciente e gerados por este estudo, serdo tratadas de modo confidencial e sigiloso, ficando
restritas aos pesquisadores e ao participante, se assim desejar.

CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo até
onde € permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, supervisor da pesquisa e, sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisas da UFMG e do Centro de Pesquisas René
Rachou (CPgRR) - FIOCRUZ, poderdo ter acesso aos dados confidenciais que o identificam
pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificard. Ao assinar este formulério de
consentimento, vocé autoriza o pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para
o Comité de Etica em Pesquisas da UFMG e do CPgRR - FIOCRUZ.

DESLIGAMENTO: A sua participacao neste estudo € voluntéria e sua recusa em participar
do estudo ndo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé
podera cessar sua participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para a continuidade de seu
acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:
Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha (UFMG)

Coordenadora - supervisao clinica: Dra. Sandra Lyon (Médica Coordenadora do Servi¢o de
Dermatologia no Hospital Eduardo de Menezes)

Pds-doutoranda: Dra. Ana Thereza Chaves (UFMG/FIOCRUZ)

Se precisar de mais informacdes sobre o trabalho que esté sendo realizado, vocé devera entrar
em contato com o Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-DIP Orestes Diniz,
as terca e sextas feiras pela manha, ou pelo telefone (31) 3409-9547. Caso tenha alguma
duvida sobre seus direitos como paciente de pesquisa, informacfes podem ser obtidas no
Comité de Etica em Pesquisas (COEP) na Av. Antbnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa
Il — 2° andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil CEP: 31270-901 ou
pelo telefone (31) 3409-4592 ou no Comité de Etica em Pesquisas da UFMG e do Centro de
Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) pelo telefone (31) 3349-7825. Caso haja necessidade,
podera ser solicitada copia do projeto.
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CONSENTIMENTO: Com base no presente exposto, estou ciente que a minha participacao
é voluntaria e serd restrita a doagdo de amostras de sangue. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Fui informado de que
poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa, por qualquer motivo, sem
que isso acarrete qualquer prejuizo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico no
Ambulatério de Dermatologia do HEM.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. da testemunha:

Ass. do orientando:

Ass. do pesquisador responsavel / orientador:




ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 14887414.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 12 de margo de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Caracterizagdo dos mecanismos imunoldgicos de pacientes
infectados pelo Mycobacterium leprae e a sua correlagdo com a
expressdo clinica, prognéstico e resposta terapéutica da
hanseniase” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

ProMeLsé/Marques Afaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufing.br
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ANEXO llI
IFN-y| -0,3357
IL-1p | -0,2657 0,3077 NI
IL-8| 02797 -03217 -05175
IL-10| -0,0736 -0,1191 0,0070 0,0736
IL-12p70| 01016 -03538 -0,5324 04799 0,7263
IL-13| -0,0564 023069 -04621 0,1340| -0,5848| -0,0795
IL-17A| 02448 03077 02238 -04196 -0,0701 -01891 0,0988
TNF| -0,0737 -02456 00316 -00982] 0,6397] 04605 -04991 -04351
IL6 IFN-y IL-1p IL-8  IL-101L-12p70  IL-13  IL-17A
IFN-y| -0,5046
IL-1p | 04802 0,0183 POLO TT
IL-8| -0,0304 0,0183 -05879
IL-10| 01280 -0,0826 -0,0243 -0,0912
IL-12p70| 0,1820 10,4465 0,3465 -0,1581 0,5793
IL-13| 00795 04500 0,7256| -0,4512 0,2324] 0,6942
IL-17A| -00518] 0,7034| 073526 -0,2432 0,3201| 0,6707| 0,5291
TNF| -0,0015] 06728 01337 02553 02957 06220 0,3456] 0,8110
IL6 IFN-y IL-1p IL-8  IL-101L-12p70  IL-13  IL-17A
IFN=y| 01771
IL-1g | 0,3393 0,3005 POLO WV
IL-8] 04750 10,1896 0,3821
IL-10| 0,5635] 02159 03775 0,3292
IL-12p70| 02179 02916) 0,5321] 02179 04043
IL-13| 0,4090 03258 0,5532| 0,3243 0,3953 0,7532
IL-17A| 03128 03142 0,8382] 023164 02175 04665 0,5140
TNF| 0,5845| 02748| 0,5308] 04111 05730 00643 023147 0,6333
IL6 IFN-y IL-1p IL-8  IL-10 IL-12p70  IL-13  IL-17A
Anexo lll: Matriz de Correlac&o. llustra as matrizes de correlacdo utilizadas neste estudo para

estabelecer as interacdes e a for¢ca das correlagdes entre as citocinas séricas IFN-y, IL-18, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, onde os valores destacados com retangulos e em negrito
correspondem aos valores dos coeficientes de correlacdo de Spearman que foram estatisticamente

significativos (P<0,05).

FONTE: Dados da pesquisa (2016)
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ANEXO IV

IFN-y[ -0,5046
IL-1p | 04802 0,0183 POLO TT ANTES DO TTO
IL-8| -0,0304 00183 -0,5879
IL-10| 0,1280 -0,0826 -0,0243 -0,0912

IL-12p70| 0,1829 04465 03465 -0,1581 05793
IL-13| 00795 04500 0,7256] -04512 02324] 0,6942
IL-17A| -0,0518[ 0,7034] 023526 -0.2432 0,3201| 0,6707| 05291
TNF| -0,0915] 06728] 01337 02553 02957 06220 0,3456] 0,8110

IL6 IFN-y IL-1B IL8  IL-10IL-12p70  IL-13 IL-17A
IFN-y[ 0,2500
IL1p | 03769 05535 POLO TT 6 MESES DE TTO

IL-8| 08081] 02622 0,1702
IL-10| 0,7455| -0,1768 02188 06242

IL-12p70 05030 02744 04499 02970 0,2364

IL-13| 04081 03049 05046 02606 02121] 0,9152
IL-17A| 0,6626] 023211] 0,7287] 02526 0,3830| 0,8450] 0,8085
TNF| 0,7599] 03028 0,7043| 04377 05410] 0,8450] 0,7964] 0,9756

IL-6 IFN-y IL-1B IL-8  IL-10 IL-12p70  IL-13  IL-17A
IFN=y[ 01771
IL-1g | 03393 0,3005 POLO VV ANTES DO TTO

IL-8| 04750 0,1896 0,3821
IL-10| 0,5635] 02159 03775 03292

IL-12p70| 02179 0,2916] 0,5321| 02179 0,4043

IL-13| 04090 03258 0,5532| 0,3243 03953 0,7532|

IL-17A| 03128 10,3142 0,8382| 0,3164 02175 04665 05140

TNF| 05845 02748 0,5308] 04111[ 0,5730] 008643 03147[ 0,6333

IL-6 IFN-y IL-1B IL-8  IL-10 IL-12p70  IL-13  IL-17A
IFN-y[ -0,0377
IL-1g | 03250 0,3986 POLO VWV 6 MESES DE TTO

IL-8| 0,7131] 00701 0,2645
IL-10| 0,6047| 04308 05188 0,3491
IL-12p70| 0,7571| 0,1454 10,3607 0,4808 0,5403
IL-13| 0,6286] 02316 04071] 06220] 04920[ 0,7321
IL-17A| 02433 0,2914] 0,5707| 0,3429 0,3172 0,3596| 0,5546
TNF| 04821 02819 06643] 04754 04973 05071] 0,7464] 0,8730
IL-6 IFN-y IL-1B IL-8  IL-10IL-12p70  IL-13  IL17A

Anexo IV: Matriz de Correlacdo. llustra as matrizes de correlagdo utilizadas neste estudo para
estabelecer as interacdes e a forca das correlagfes entre as citocinas séricas IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A e TNF, antes e seis meses apds inicio do tratamento
poliquimioterapico, onde os valores destacados com retangulos e em negrito correspondem aos
valores dos coeficientes de correlacio de Spearman que foram estatisticamente significativos
(P<0,05).

FONTE: Dados da pesquisa (2016)



