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RESUMO

A hanseniase é uma doenca marcada por uma complexa interacdo imunologica, amplamente
estudada em relacdo a participacdo de diversas células imunes e as respostas Thl e Th2. No
entanto, o papel das células linfoides inatas (ILCs) ainda ndo foi descrito na doenca. Este estudo
investigou a participacdo das ILCs nas diferentes formas da hanseniase por meio de analises
imuno-histoquimicas dos fatores de transcricdo de linfocitos T-bet, GATA-3 ¢ RORyt em
amostras de pele de 46 participantes com diagndstico clinico e laboratorial de hanseniase. No
estudo, foram incluidos 46 participantes provenientes de Belo Horizonte (n=26) e Teofilo Otoni
(n=20), classificados nas formas operacionais paucibacilares -PB (n=17) e multibacilares -MB
(n=29). A anélise imuno-histoquimica revelou diferencgas estatisticamente significativas entre
as amostras dos grupos PB e MB na expresséo dos trés fatores de transcrigdo investigados, com
maiores proporcdes de hiperexpressao nas amostras do grupo MB (t-bet p = 0,006, GATA-3 p
= 0,042, RORyT <0,001). Ao repetir a comparacao excluindo as amostras hiperexpressas para
CD4, o grupo MB permaneceu com maior proporcao de hiperexpressos para GATA-3 E RORyt
(p=0,039 e p=0.001, respectivamente), enquanto T-bet ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0.137). Esses achados apontam para uma
possivel participacdo das ILCs na modulacdo da inflamacdo na hanseniase. Estudos adicionais,
com metodologias complementares, sdo necessarios para confirmar e esclarecer o papel das
ILCs na doenca.

Palavras-chave: Células Linfoides Inatas (ILCs); Doencas negligenciadas; Hanseniase;
Respostas Thl e Th2; imunopatologia.



ABSTRACT

Leprosy is a disease characterized by a complex immune interaction, extensively studied
regarding the involvement of various immune cells and Thl and Th2 responses. However, the
role of innate lymphoid cells (ILCs) has not yet been described in the disease. This study
investigated the involvement of ILCs in different forms of leprosy through
immunohistochemical analyses of the transcription factors T-bet, GATA-3, and RORyt in skin
samples from 46 participants with a clinical and laboratory diagnosis of leprosy. The study
included 46 participants from Belo Horizonte (n=26) and Tedfilo Otoni (n=20), classified into
the operational forms of paucibacillary (PB) (n=17) and multibacillary (MB) (n=29) leprosy.
Immunohistochemical analysis revealed statistically significant differences between PB and
MB groups in the expression of the three investigated transcription factors, with higher
proportions of overexpression in MB group samples (T-bet p = 0.006, GATA-3 p = 0.042,
RORyt p < 0.001). When the comparison was repeated, excluding samples with CD4
overexpression, the MB group still showed a higher proportion of overexpression for GATA-3
and RORyt (p=0.039 and p=0.001, respectively), while T-bet did not show a statistically
significant difference between the groups (p=0.137). These findings suggest a possible role of
ILCs in modulating inflammation in leprosy. Additional studies using complementary
methodologies are needed to confirm and clarify the role of ILCs in the disease.

Keywords: Innate Lymphoid Cells (ILCs); Neglected Diseases; Leprosy; Thl and Th2
Responses; Immunopathology.



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

CD - do inglés cluster of differentiation

GATA-3—do inglés zinc-finger transcription factor-3

IFN-y — Interferon-gama

IL — Interleucina

ILC1 — Célula Linfoide Inata tipo 1

ILC2 - Célula Linfoide Inata tipo 2

ILC3 - Célula Linfoide Inata tipo 3

MB — Multibacilar

MHDD — hanseniase dimorfa dimorfa

MHDT - hanseniase dimorfa tuberculoide

MHDYV - hanseniase dimorfa virchowiana

MHI - hanseniase indeterminada

MHT - hanseniase tuberculdide

MHYV — hanseniase virchowiana

OMS/WHO - Organizacdo Mundial da Saude/ World Health Organization
PB — Paucibacilar

RORyt —do inglés RAR-related orphan receptor gamma factor
T-bet — dasigla em inglés T-cell specific Thox transcription factor
Thl — Linfocitos T CD4+ do tipo 1

Th2 — Linfocitos T CD4+ do tipo 2

Th17 — Linfécitos Th17
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1. INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa cronica, negligenciada, causada pelo
Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-4cido resistente, intracelular obrigatorio. Encontra-se
endémica em diversos paises tropicais, particularmente nos subdesenvolvidos. Em 2023, foram
registrados 182.815 novos casos de hanseniase em 143 paises, com mais de 75% dos casos
concentrados na india, Brasil e Indonésia. O Brasil continua como o segundo pais com o maior
nimero de novos casos, apresentando uma incidéncia de 13,09 casos por 100.000 habitantes
(WHO, 2024).

Clinica e imunopatologicamente, a hanseniase apresenta-se como uma doenca espectral entre
0s polos tuberculoide e virchowiano (YASMIN et al. 2021). O polo tuberculoide é caracterizado
pelo desenvolvimento de uma resposta celular forte ao bacilo. Os pacientes acometidos tendem
a ter uma doencga limitada, geralmente com apenas uma lesdo cutanea. Do outro lado, ha o polo
virchowiano, caracterizado por uma resposta humoral ao bacilo. Esta resposta é ineficaz no
controle da bactéria intracelular, e o paciente apresenta uma carga bacilar alta, podendo
disseminar a doenca na comunidade. Estes pacientes podem ter um quadro cutaneo extenso,
com a ocorréncia de dezenas a centenas de lesdes (TALHARI, TALHARI e PENNA, 2015).
Entre os polos virchowiano e tuberculdide, ha as formas interpolares, chamadas de dimorfas,
onde se encontram a maioria dos doentes. Essas formas sdo subclassificadas em dimorfa-
tuberculdide, dimorfa-dimorfa e dimorfa virchowiana (RIDLEY e JOPLING, 1966).

Imunologicamente, a doenca pode ser entendida no espectro Th1/Th2 (T helper 1 e 2) (FROES
JR, 2020). O polo tuberculdide é marcado por uma imunidade celular forte, orquestrada
principalmente por linfocitos Thl, predominando as citocinas IFN-y, IL-2, IL-12, IL-7, IL-15.
O polo virchowiano é marcado por uma resposta Th2, predominando IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
(FROES JR, 2020). Para efeito de comparacdo, optamos por classificar a doenca utilizando a
classificacdo operacional, que divide os pacientes em dois grupos. Assim, 0s pacientes
paucibacilares (PB) representam o grupo mais proximo do polo tuberculdide, enquanto 0s
multibacilares (MB) se encontram mais proximos dos polo virchowiano (FROES JR,
TRINDADE e SOTTO, 2020).
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No contexto do entendimento dos diferentes tipos de imunidade (Thl, Th2, Th17), um grupo
de células vem ganhando importéncia: as células linféides inatas (ILCs). As células linféides
inatas sdo linfécitos que ndo expressam receptores diversificados de antigenos (CLOTTU et al.
2021). Participam da regulagéo de inflamagdo tecidual, producéo de citocinas e potencializam
a resposta adaptativa. Essas células tendem a espelhar a funcdo de linfocitos T. Entretanto,
enquanto linfécitos T tem que reconhecer um antigeno especifico e passar por expansao clonal
antes de participar efetivamente da inflamac&o, as ILCs ja podem agir prontamente (VIVIER
et al. 2018). As ILC podem ser divididas em 3 grupos, cada um espelhando a funcéo de
determinado tipo de linfécito. ILC1s, ILC2s e ILC3s copiam linfécitos Thl CD4+, Th2 e Thl7,
respectivamente. As células natural killer (NK), embora pertencentes ao grupo das ILC1s,
copiam a funcdo de linfocitos citotoxicos CD8+. Os fatores de transcricéo e perfil de citocinas
dos diferentes grupos de ILCs sdo conhecidos. As ILC1s expressam o fator de transcri¢cdo T-bet
e secretam IFNy; As ILC2s, dependem da expressdo de GATA-3 e liberam IL-5 e IL-13. As
ILC3s, expressam RORyt e secretam IL-17 e IL-22 (ZHENG e ZHU, 2022).

As ILCs ja foram investigadas em diversos contextos, incluindo em doencas infecciosas e
doencas cutéaneas inflamatorias. Nas dermatites cronicas, como dermatite atdpica e psoriase, as
ILC encontram-se numericamente aumentadas e associadas a liberacdo de importantes citocinas
reguladoras da funcdo de macréfagos, mastocitos e linfocitos T, como IL-17, IL-22, IL-4, IL-5
e IL-13 (RAFEI-SHAMSABADI et al., 2019). Mais recentemente, foram investigados o papel
e a relacdo das ILC com citocinas inflamatdrias no liquen plano oral (WANG et al., 2021).
Diante dessas evidéncias, a hipdtese de presenca e participacdo das ILC na resposta inflamatoria
crbnica da hanseniase se fortalece, em especial, considerando-se os dois padrdes classicos de
producdo de citocinas das respostas imunes do Thl e Th2 nos polos tuberculoide e virchowiano
da hanseniase, respectivamente. Essa presenca e participacdo das ILCs pode ser especifica e
estar relacionada aos tipos particulares de citocinas inflamatérias. Assim, esse projeto busca
contribuir para o entendimento da imunopatologia da hanseniase por meio de estudo

imunohistoquimico ILCs na doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da Hanseniase

A hanseniase persiste como um desafio de salde publica global, especialmente em paises de
baixa e média renda, onde fatores socioecondmicos influenciam sua incidéncia e deteccéo
precoce (Figura 1). De acordo com o relatério mais recente da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), publicado em 13 de setembro de 2024, foram notificados 182.815 casos novos de
hanseniase em 2023. Este nimero representa um aumento em relacdo aos 174.087 casos
registrados em 2022. Além disso, em 2023, 10.322 casos novos foram identificados em
criancas, correspondendo a 5,6% do total de casos novos. A india, Brasil e Indonésia continuam
a concentrar a maior parte dos casos, sendo responsaveis por mais de 78% das notificacbes
globais (WHO, 2024).

Dlstrlbuu;ao GIobaI da Hanseniase (2023) - OMS

| K
[] <100
[ 100-999

M 1 000- 10 000

- >10 000

I:] Not applicable

[] no data
Figura 1. Incidéncia global de hanseniase em 2023. Fonte: Organiza¢do Mundial da Satde.

Nas Ultimas duas décadas, a incidéncia global de hanseniase apresentou uma tendéncia geral de
reducdo (Figura 2). Desde meados da década de 2000, o nimero de novos casos vem
diminuindo progressivamente. No entanto, a queda acentuada observada em 2020 e 2021 ndo

representa uma reducgdo real da transmissao, mas sim um reflexo da subnotificagdo durante a
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pandemia da COVID-19. As restrices impostas pelas medidas sanitarias globais dificultaram
0 acesso aos servicos de saude, impactando diretamente a identificacdo de novos casos e a
vigilancia epidemioldgica da doenga. Esse fendmeno foi seguido por um aumento no niumero
de notificagbes a partir de 2022 e 2023, sugerindo um efeito de represamento de casos

anteriormente ndo diagnosticados (WHO, 2024).

300,000

250,000

200,000

150,000

100,000
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Figura 2. Incidéncia de hanseniase no mundo. Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (2023).

No Brasil, foram registrados 19.635 novos casos em 2022, representando 11,3% do total global
(BRASIL, 2024). No periodo de 2013 a 2022, o pais notificou 316.182 casos, com uma
tendéncia de queda de 28,9%. Entretanto, a reducdo mais acentuada entre 2019 e 2022 ocorreu

devido a uma subnotificacdo no contexto da pandemia de COVID-19.

A taxa de deteccdo da doenca no pais apresentou variacdes regionais significativas (Figura 3).
Em 2022, a taxa nacional foi de 9,67 casos por 100 mil habitantes, mas algumas regides
apresentaram indices superiores. A regido Centro-Oeste apresentou a maior incidéncia, com
23,15 casos por 100 mil habitantes, enquanto a regido sul apresentou a menor, com 2,15 casos
por 100 mil habitantes. Mato Grosso (66,20 casos por 100 mil habitantes) e Tocantins (50,88
casos por 100 mil habitantes) registraram os maiores indices do pais. J4 o Rio Grande do Sul
apresentou 0 menor, com apenas 0,81 casos por 100 mil habitantes. O Sudeste apresentou uma
taxa de deteccdo de 3,69 casos por 100 mil habitantes, com Minas Gerais apresentando uma
taxa de 5,05 (BRASIL, 2024).
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Figura 3: Taxa de deteccdo geral de casos novos de hanseniase (por 100.000 habitantes) por
regido de residéncia e ano de diagndstico — Brasil, 2013 a 2022. Fonte: Boletim epidemioldgico
do Ministério da Saude - Hanseniase 2024.

A distribuicdo da hanseniase no Brasil também reflete desigualdades sociais, com maior
incidéncia em populacbes com menor escolaridade. Dos casos novos em 2022, 47,6%
ocorreram em individuos com ensino fundamental incompleto ou completo, enquanto 19,3%
foram diagnosticados entre aqueles com ensino médio incompleto ou completo, e apenas 5,0%

dos casos apresentava ensino superior completo ou incompleto. (BRASIL, 2024).

2.2 Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas na hanseniase sdo variaveis a depender da resposta imunologica
orquestrada pelo hospedeiro, que resulta em diferentes formas da doenca. Essas formas sédo
descritas em um espectro clinico-imunoldgico, onde de um lado ha a hanseniase tuberculoide,
caracterizada por uma imunidade celular forte e efetiva, com um quadro cutaneo limitado. Do
outro lado, hd a hanseniase virchowiana, caracterizada por uma resposta humoral forte ao
bacilo. Essa resposta € inefetiva, e o paciente tem um quadro disseminado. Entre esses dois
polos, ha os pacientes dimorfos, que apresentam padrdes clinicos intermediarios entre o polo
tuberculoide e virchowiano (BRASIL, 2022; BRASIL, 2017).
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2.2.1 Hanseniase indeterminada

A hanseniase indeterminada é considerada a forma inicial da doencga, ocorrendo geralmente em
criancas ou adultos jovens. Caracteriza-se por manchas hipocrémicas, geralmente Gnicas ou
poucas, de bordas mal definidas, com perda parcial da sensibilidade térmica e dolorosa. Essa
forma pode evoluir para a cura espontanea ou progredir para outras formas clinicas da doenca
(BRASIL, 2017; OCHOA et al., 2025).

2.2.2 Hanseniase Tuberculéide

Essa forma é caracterizada por poucas lesdes, tipicamente uma ou duas. As lesBes sdo placas
eritematosas bem delimitadas, com perda total da sensibilidade. Pode haver espessamento
neural, com diminuicgéo da forga muscular e sensibilidade nos nervos afetados, podendo causar
deformidades se ndo tratada precocemente (BRASIL, 2022; BRITTON e LOCKWOOQD, 2004).

2.2.3 Hanseniase Virchowiana

E caracterizada por lesdes cutaneas infiltradas difusas, sem bordas bem definidas, podendo
acometer face, tronco e membros. Essas lesdes frequentemente evoluem para nddulos,
conhecidos como hansenomas, que conferem a pele um aspecto infiltrado e brilhante. Um sinal
classico é a madarose, que corresponde a perda parcial ou total das sobrancelhas e cilios,
especialmente na borda lateral das sobrancelhas. Além do acometimento cutdneo, ha
envolvimento mucoso, particularmente da mucosa nasal, resultando em epistaxe, crostas nasais
e até perfuracdo do septo nasal nos casos mais avancados. O envolvimento neural € difuso e
simeétrico, levando a alteracfes sensitivas e motoras de curso insidioso (BRASIL, 2022;
TALHARI et al., 2015).

2.2.4 Hanseniase Dimorfa

Os pacientes com hanseniase dimorfa apresentam um espectro clinico intermediario entre as
formas tuberculoide e virchowiana. A classificacdo em hanseniase dimorfa-tuberculoide
(MHDT), hanseniase dimorfa-dimorfa (MHDD) e hanseniase dimorfa-virchowiana (MHDV) é
determinada pela proximidade clinica e imunoldgica da doenca com um dos extremos desse
espectro (ARAUJO, 2003).

Os pacientes com MHDT apresentam manifestagdes cutdneas semelhantes as da forma
tuberculoide. As lesdes sdo placas eritematosas, hipocrdmicas ou acastanhadas, de bordas bem

definidas e levemente elevadas. Entretanto, as lesdes podem ser numerosas, diferentemente da
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forma tuberculoide pura, que tende a ter poucas lesdes. Essas placas podem apresentar &reas
centrais de clareamento, conferindo um aspecto anular ou em alvo. A sensibilidade na pele
afetada estd reduzida ou ausente, e pode haver espessamento neural com perda sensitiva e
motora nos nervos periféricos acometidos. (RIDLEY; JOPLING, 1966; BRASIL, 2022).

Os pacientes com MHDV, assim como na MHV, apresentam infiltracdes difusas na pele,
podendo haver nodulos. No entanto, diferentemente da forma virchowiana, o paciente pode
desenvolver placas, embora estas apresentem bordas pouco definidas. O acometimento
neurolégico também tende a ser difuso (SOUZA et al., 2022).

A forma MHDD representa um estagio intermediario entre as formas tuberculoide e
virchowiana, apresentando um quadro clinico misto. As lesdes cutaneas sdo mais numerosas
que na MHDT, geralmente em forma de méaculas e placas eritematosas com bordas menos
delimitadas, podendo coexistir areas infiltradas na pele. Diferente da MHDT, os limites entre a
pele afetada e a pele sd sdo menos evidentes, e a perda de sensibilidade é variavel. (RIDLEY E
JOPLING, 1966; BRASIL, 2017).

2.3 Histopatologia da hanseniase
O exame histopatologico € uma ferramenta essencial para o diagndstico, classificacao clinica e
monitoramento da evolucdo da doenca, sendo particularmente Gtil em casos de diagndstico

duvidoso e na diferenciacdo de outras dermatoses (BRASIL, 2022).

O exame envolve a andlise de bidpsias de pele ou nervos periféricos, utilizando coloragéo por
hematoxilina-eosina (HE) para visualizacdo do infiltrado inflamatério e por Fite-Faraco ou
Wade para identificacdo dos bacilos alcool-acido resistentes (Mycobacterium leprae). O padrao
histolégico varia conforme a resposta imunoldgica do hospedeiro, sendo classificado de acordo
com o espectro de Ridley e Jopling, que inclui as formas tuberculoide, dimorfa e seus subtipos
e virchowiana (SOUZA et al., 2022).

Na hanseniase tuberculdide, hd granulomas epitelioides bem organizados, compostos por
células epitelioides e células gigantes do tipo Langhans, envolvidos por denso infiltrado
linfocitario. Ha infiltracdo perineural significativa e destruicdo de filetes nervosos. Os bacilos
sdo tipicamente ausentes (RIDLEY; JOPLING, 1966).
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A hanseniase virchowiana se caracteriza por um infiltrado inflamatorio difuso de histiocitos
vacuolados (células de Virchow) repletos de bacilos que podem ser vistos formando globias.
Linfocitos sdo escassos, e se encontram difusamente distribuidos (SOUZA et al., 2022).

As formas dimorfas exibem padrdes intermediarios entre as formas tuberculoide e virchowiana.
Os granulomas sdo menos organizados que na forma tuberculoide, e a presenca de bacilos varia

de acordo com a proximidade do polo virchowiano (MASSONE et al., 2022).

Na hanseniase dimorfa tuberculoide (MHDT), observa-se a presenca de granulomas
epitelioides com bainha linfocitaria, semelhantes aos da forma tuberculoide. A caracteristica
mais marcante quando comparado a MHT ¢é a presenca de uma faixa subepidérmica ndo afetada
pelo infiltrado (zona de Grenz). Bacilos, quando presentes, sdo escassos. (RIDLEY; JOPLING,
1966; FACHIN et al., 2017).

A hanseniase dimorfa dimorfa (MHDD) apresenta caracteristicas intermediarias, com
granulomas menos organizados e uma mistura de células epitelioides e macréfagos vacuolados.
A carga bacilar € maior do que na forma MHDT, mas menor do que na forma MHDV (FACHIN
et al., 2017; MASSONE et al., 2015).

Na hanseniase dimorfa-virchowiana (MHDV), a histopatologia apresenta macréfagos
vacuolados contendo bacilos, sendo semelhante a forma virchowiana. Porém, essas células se
encontram em menor quantidade e estdo distribuidas de maneira menos difusa. Além disso,
ainda podem ser observados esbocos de granulomas, porém frouxos e mal organizados. Os
bacilos sdo menos numerosos e formam menos globias quando comparado a MHV (FACHIN
et al.,, 2017; RIDLEY; JOPLING, 1966).

2.4 Classificacdo da Hanseniase

Devido a sua grande variabilidade clinica e imunoldgica, a hanseniase exige sistemas de
classificacdo que permitam padronizar o diagndstico, direcionar o tratamento e prever a
evolucdo da doenca. Ao longo dos anos, diferentes esquemas classificatorios foram propostos,
sendo os mais utilizados a classificacdo de Ridley e Jopling e a classificacdo operacional da
OMS. A classificacdo de Ridley e Jopling é baseada na resposta imunologica do hospedeiro, e
é amplamente empregada na pesquisa e na préatica clinica. A classificagdo operacional da

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ¢é utilizada globalmente para facilitar a definigdo
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terapéutica e a vigilancia epidemioldgica. Esta classificacdo é de simples aplicacdo, podendo
ser usada por profissionais ndo especialistas (BRASIL, 2022; RIDLEY e JOPLING, 1966).

A classificacdo de Ridley e Jopling foi desenvolvida em 1966 para organizar a hanseniase
dentro de um espectro clinico-imunolégico, considerando diversos parametros. Do ponto de
vista clinico, avalia-se 0 nimero e o padrao das lesGes cutaneas, o grau de infiltracdo, a simetria
das lesdes e o comprometimento neural. A histopatologia é analisada com base no tipo de
infiltrado inflamatdrio, na presenca ou auséncia de granulomas, na distribuicdo de macréfagos
e linfécitos e na carga bacilar nos tecidos. Ja a baciloscopia permite quantificar os bacilos do
Mycobacterium leprae em raspados dérmicos, utilizando o indice Baciloscopico (IB), que varia
de 0 a 6+. O teste de Mitsuda (lepromina) também é descrito na classificacdo para avaliar a
resposta imune celular do paciente. Entretanto, este teste ndo se encontra mais disponivel
(RIDLEY; JOPLING, 1966).

A classificacdo da organizagdo Mundial da Saude (OMS) se baseia no numero de lesGes
cuténeas e na baciloscopia. Os casos sao classificados como paucibacilares (PB) quando ha até
cinco lesBes cutaneas e baciloscopia negativa, e como multibacilares (MB) quando o paciente

apresenta seis ou mais lesdes cutaneas e/ou baciloscopia positiva. (BRASIL, 2022).

Embora as classificacdes de Ridley e Jopling e a classificagdo operacional da OMS sejam
independentes, hd uma sobreposicdo entre elas. Os pacientes classificados MHDD, MHDV e
MHYV geralmente apresentam seis ou mais lesdes cutaneas e baciloscopia positiva, sendo
enquadrados como multibacilares (MB) pela classificacdo operacional. J& 0s pacientes com
MHT apresentam menos de seis lesdes e baciloscopia negativa, sendo classificados como
paucibacilares (PB). Os MHDT, por sua vez, geralmente também se encaixam na categoria PB;

entretanto, se a baciloscopia for positiva, o paciente passa a ser classificado como MB.

2.5 Imunopatologia: Dicotomia Th1/Th2 na Hanseniase

A resposta imune mediada por linfocitos T auxiliares desempenha um papel fundamental na
patogénese da hanseniase, determinando a evolucéo clinica da doenca. A dicotomia Th1/Th2 é
um dos principais paradigmas imunoldgicos utilizados para explicar a polarizagdo das formas
clinicas da hanseniase, que variam entre os polos tuberculéide (MHT) e virchowiano (MHV)
dentro do espectro de Ridley e Jopling (RIDLEY; JOPLING, 1966).
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A resposta Thl é predominantemente celular e esta associada a um perfil inflamatério que
favorece o controle da infeccdo pelo Mycobacterium leprae. Essa resposta é mediada por
citocinas como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) ¢ interleucina-
2 (IL-2). O IFN-y é uma citocina chave na ativacdo de macrofagos, promovendo a producéo de
6xido nitrico e outras moléculas microbicidas que eliminam o bacilo intracelularmente. O TNF-
a atua em Sinergia com o IFN-y para aumentar a resposta inflamatoria e estimular a formagao
de granulomas, que sdo estruturas essenciais para conter a disseminagdo do patégeno. A IL-2,
por sua vez, é responsavel pela proliferacédo e diferenciacdo de células T efetoras, intensificando
a resposta imune celular. Além disso, a ativacdo da resposta Thl favorece a polarizacdo dos
macréfagos para o fen6tipo M1, caracterizado por uma alta capacidade microbicida e pré-
inflamatdria, sendo crucial para a eliminacdo do M. leprae (YASMIN et al., 2021; FROES et
al., 2020).

Em contraste, a resposta Th2 é caracterizada pela producao de citocinas que favorecem uma
resposta humoral e anti-inflamatoria, sendo predominante na hanseniase virchowiana. Dentre
essas citocinas, destacam-se a interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-
10). A IL-4 estimula a diferenciacao de linfocitos B em plasmaocitos produtores de anticorpos,
mas essa resposta ndo € eficaz na eliminacdo do M. leprae, uma vez que o bacilo reside em
células do sistema fagocitico mononuclear. A IL-10 exerce efeito imunossupressor, inibindo a
producdo de IFN-y e TNF-a, além de reduzir a atividade microbicida dos macrdfagos. Como
consequéncia, 0s macrofagos expostos a IL-4 e IL-10 adquirem o fenotipo M2, caracterizado
por um perfil anti-inflamatério e uma reduzida capacidade de eliminar o bacilo, favorecendo a
persisténcia do M. leprae no hospedeiro e a progressao da hanseniase virchowiana (YASMIN
et al., 2021; FROES et al., 2020).

Pacientes com formas dimorfas da hanseniase apresentam um perfil imunoldgico intermediario
entre os extremos da resposta Thl e Th2. A resposta imune nesses individuos é parcialmente
eficaz no controle do M. leprae, resultando em uma carga bacilar variavel e manifestacdes
clinicas mistas. Essa instabilidade imunologica pode predispor os pacientes a episodios
reacionais, caracterizados por inflamacdo exacerbada e desregulacdo da resposta imune
(SADHU; MITRA, 2018).

Além da cléssica dicotomia Th1/Th2, outras subpopula¢des de células T tém sido associadas a
hanseniase, como as células T reguladoras (Tregs) e as células Thl7. As Tregs, através da
producéo de I1L-10 e TGF-, contribuem para a imunossupressao, sendo mais expressivas na

hanseniase virchowiana, o que pode justificar a incapacidade do hospedeiro em eliminar o
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bacilo. J& a resposta Th17, caracterizada pela secrecdo de IL-17, IL-22 e IL-23, esta associada
a um perfil inflamatorio, sendo mais evidente em formas paucibacilares e em eventos reacionais
(SADHU e MITRA et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

2.6 A Imunidade Inata na Hanseniase

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra 0 Mycobacterium leprae, desempenhando
um papel essencial na contencdo inicial da infecgdo e na ativacdo da resposta adaptativa. Os
principais componentes dessa resposta incluem macréfagos, células dendriticas, complementos
e receptores de reconhecimento de padrdes, como os Toll-like receptors (TLRs) e os Nod-like
receptors (NLRs) (PINHEIRO et al., 2018).

Os macrofagos sdo as celulas predominantes na resposta inata contra M. leprae, sendo
responsaveis pela fagocitose do bacilo. No entanto, a capacidade microbicida dos macréfagos
pode ser modulada pelo perfil imunolégico do hospedeiro. Enquanto macréfagos com fenotipo
M1, ativados por IFN-y, possuem alta capacidade bactericida, os macr0fagos M2, induzidos
por IL-4 e IL-10, apresentam um perfil anti-inflamatério e favorecem a sobrevivéncia do bacilo
(YANG et al., 2016; QUARESMA et al., 2023).

Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), presentes principalmente em macréfagos
e células dendriticas, reconhecem antigenos da micobactéria. Dentre esses receptores,
destacam-se 0os TLRs, em especial TLR1, TLR2 e TLR4. Esses receptores reconhecem
componentes do M. leprae (KRUTZIK et al.,, 2003), induzindo a producdo de citocinas
inflamatdrias como 1L-12, essencial para a ativacdao da resposta Thl. Polimorfismos em genes
relacionados a esses receptores podem influenciar a susceptibilidade ao desenvolvimento da
hanseniase (JOHNSON et al., 2007; SCHURING et al., 2009).

Os receptores Nod-like (NLRs) atuam reconhecendo padr6es moleculares associados a
patdgenos intracelulares e ativam vias inflamatorias. Além disso esses receptores atuam na
formacdo dos inflamassomas, plataformas proteicas intracelulares que sao ativadas em resposta
a sinais de perigo, levando a ativacdo da caspase-1 e a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1B (ZHONG et al., 2013). Estudos indicam que a expressédo do inflamassoma NLRP3
pode estar envolvida na resposta inflamatoria contra M. leprae, influenciando a progressao da
doenca (MENDES et al., 2020). Além disso, determinados polimorfismos no NLRP1 e NLRP3
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estdo associados a susceptibilidade a hanseniase, sendo mais frequentes em pacientes
paucibacilares quando comparados aos multibacilares, e em individuos infectados em relacéo
aos controles (PONTILLO et al., 2013).

As células dendriticas sdo apresentadoras de antigenos profissionais, desempenhando um papel
fundamental na ativacdo da resposta imune adaptativa. Elas capturam e processam antigenos,
tendo potencial de participar do direcionamento da resposta imune de acordo com o
microambiente local (KASHEM et al., 2017). Além disso, essas células participam da formacao
dos granulomas, estruturas essenciais para o controle da infeccdo na hanseniase, onde atuam
em conjunto com macréfagos na modulacdo da resposta inflamatéria (VON BUBNOFF et al.,
2011).

Por fim, o sistema do complemento também participa da resposta inata ao M. leprae, podendo
contribuir para a lesdo nervosa quando ativado pelo lipoarabinomanana (LAM), um dos
componentes da parede celular do M. leprae (BAHIA EL IDRISSI et al., 2015). Além disso, o
sistema do complemento parece exercer papel importante nas reaces hansénicas, com estudos
demonstraram um aumento na imunorreatividade do complexo de ataque a membrana (MAC)
e deposicdo de C1lg em amostras de pele de pacientes em reacdo quando comparado com
amostras nao reacionais (BAHIA EL IDRISSI et al., 2017; DUPNIK et al., 2015).

2.7 As Células Linfoides Inatas

As células linfoides inatas (ILCs) sdo um grupo de células que residem nos tecidos e
desempenham um papel importante na resposta imune inata, contribuindo para a defesa do
organismo contra patdgenos e a manutencdo da homeostase tecidual. Diferentemente dos
linfocitos B e T, as ILCs ndo possuem receptores gerados por recombinacdo somatica, como 0s
receptores de células B (BCR) e de células T (TCR), atuando predominantemente por meio da

liberacdo de citocinas, modulando a resposta inflamatoria (GAHEDI et al., 2021).

O desenvolvimento das ILCs ocorre a partir de um precursor comum de células linfoides,
diferenciado sob a influéncia de fatores transcricionais especificos. Esses fatores guiam a
maturacgdo das ILCs em trés grupos principais: grupo 1, 2 e 3 (Figura 4). Cada um desses grupos
é regulado por fatores de transcri¢éo especificos, que direcionam sua diferenciagéo e funcdo. O

grupo 1 é composto pelas células NK e pelas ILC1s, sendo regulado pelos fatore de transcrigcdo
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T-bet. As células NK sdo especializadas na destruicdo de células infectadas por virus e células
tumorais, exercendo funcdes semelhantes as das células T CD8+, liberando perforinas e
granzimas para induzir apoptose (VIVIER et al., 2018). J4 as ILC1s ativam macréfagos por
meio da producdo de IFN-y estando envolvidas na resposta contra infecgdes intracelulares,
desempenhando funcbes similares as das células T auxiliares Thl (GAHEDI et al., 2021;
DIEFENBACH et al., 2014).

O grupo 2 € composto pelas ILC2s, cuja diferenciacdo é dependente dos fatores de transcricdo
GATA3 e RORao. Essas células desempenham um papel fundamental na resposta imune contra
parasitas e na regulacdo de processos alérgicos. Essas células secretam citocinas como IL-4, IL-
5 e IL-13, que estimulam a ativacdo de eosin6filos e promovem a produgdo de muco nas
barreiras epiteliais (COLONNA, 2018). As ILC2s compartilham fun¢bes com as células T
auxiliares do tipo Th2, sendo importantes na defesa contra helmintos e na mediacdo de doencas
alérgicas (VIVIER et al., 2018).

O grupo 3inclui as ILC3s e as lymphoid tissue inducer cells (LTi), cuja diferenciacao é regulada
pelo fator de transcricdo RORyt. As ILC3s produzem IL-17 e IL-22, citocinas essenciais para a
manutencdo da integridade da barreira epitelial e a resposta contra patdgenos extracelulares.
Essas celulas estdo envolvidas na homeostase da microbiota intestinal e na protecdo contra
infeccdes bacterianas (ZHENG et al., 2022), desempenhando um papel semelhante ao das
células Th1l7 na imunidade adaptativa (VIVIER et al., 2018). As LTi participam da formacéo

dos linfonodos e placas de Peyer durante o desenvolvimento embrionario (Mebius et al., 1997).

As ILCs desempenham um papel fundamental na regulacéo da inflamagéo e na manutencéo da
homeostase imune. Elas sdo particularmente importantes em tecidos de barreira, como pele,
pulmdo e trato gastrointestinal, onde ajudam a reforcar a integridade epitelial e participam da
regulacdo da resposta imune inata. Além disso, estudos indicam que as ILCs podem interagir
diretamente com células do sistema imunoldgico adaptativo, modulando a ativacdo de células

T e promovendo um ambiente imunoldgico equilibrado (COLONNA, 2018).

Alteracdes na funcao das ILCs tém sido associadas a diversas doencas inflamatorias, incluindo
desordens intestinais e inflamacdes crénicas. Em doencas intestinais inflamatérias, como a
doenca de Crohn e a colite ulcerativa, as ILC3s desempenham um papel duplo, podendo
promover a reparacdo tecidual ou exacerbar a inflamacéo dependendo do microambiente imune
(ZHENG; ZHU, 2022). No céncer, as ILCs podem exercer tanto fun¢Bes protetoras quanto

patogénicas. Alguns estudos indicam que as ILC1ls e ILC3s podem contribuir para a
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imunovigilancia antitumoral, enquanto as ILC2s podem favorecer um ambiente pro-
tumorigénico por meio da regulacéo da inflamacdo e da remodelacéo tecidual (JACQUELOT
et al., 2022).

2.8 As células linfoides inatas na pele e nas doengas cutaneas

As ILCs na pele sdo mantidas e expandidas localmente, sem necessidade de reposicdo de células
circulantes (GASTEIGER et al., 2015). Enquanto as ILC1s podem traficar entre circulacéo e
linfonodos, as ILC2s e ILC3s ndo costumam deixar a pele (DUTTON et al., 2019). Estudos em
modelo murino sugerem que as ILCs se localizam de maneira compartimentada na pele, com
ILC2 predominando no tecido subcutdneo enquanto ILC3s predominam na epiderme
(KOBAYASHI et al., 2019). Essa localizacdo e migracdo na pele € dependente de diferentes
receptores de quimiocina em cada subtipo de ILCs (NAGAO et al., 2012; SALIMI et al. 2013).

As ILCs participam da regulacdo da homeostase da pele. ILC3s atuam no desenvolvimento das
glandulas sebaceas, limitando seu desenvolvimento. Além disso, essas células podem regular a
proporcao de bactérias gram-negativas na pele (KOBAYASHI et al., 2019). O reparo da pele
também tem a participacdo das ILCs, com estudos demonstrando atraso na cicatrizacdo de

feridas em camundongos com deplecdo de ILC2s (RAK et al., 2016).

Além de funcdo na homeostasia da pele, as ILCs ja tiveram sua participacdo estudada em
diversas doencas de pele, como na dermatite de contato, dermatite atdpica e na psoriase
(KOBAYASHI et al., 2020).

As ILCs do grupo 1 ja foram estudas na dermatite de contato em modelo murino. Nesse modelo,
as células NK residentes do figado induziram reposta de memoria independente dos linfocitos
T e B, sugerindo que, embora pertencentes a imunidade inata, as ILC1s podem ter propriedade
de memoria (O’LEARY et al., 2016).

Na dermatite atdpica, as ILC2s parem atuar ativamente na inflamacdo cutanea, possuindo
concentracdo aumentada nas lesdes de paciente com a doenca em relacdo a pele de individuos
saudaveis (SALIMI et al., 2013).

Estudos experimentais indicam que os basofilos podem modular a ativagdo das ILC2s por meio
da producdo de IL-4, promovendo a inflamacdo alérgica em modelos de dermatite atopica

induzida (KIM et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que as ILC2s podem contribuir para
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a amplificacdo da resposta Th2 por meio da producédo de IL-13, que estimula a liberagcdo da
quimiocina CCL17 pelas células dendriticas(CD), facilitando a ativagdo de linfocitos Th2 de
meméria (HALIM et al., 2016). Além da modulacdo da resposta imune, as ILC2s podem
interagir com outros componentes da pele. A IL-4, citocina também produzida pelas ILC2s, tem

papel na sensacdo de prurido, atuando diretamente emcélulas nervosas (OETJEN et al., 2017).

As ILCs também participam ativamente da inflamacéo na psoriase, particularmente as 1LC3s.
A psoriase tem imunopatologia complexa, mas as citocinas IL-23 e IL-17 apresentam papel
central (BOEHNCKE et al., 2015). A IL-23 estimula os linfécitos Th17 a produzirem IL-17 e
IL-22, que vai agir nos queratindcitos e células imunes, causando a doenca (CHIRICOZZI et
al., 2011). Entretanto, assim como os linfocitos Th17, as ILC3s também s&o capazes de produzir
estas citocinas, e essas células estdo aumentadas na pele e sangue periférico de pacientes com
a doenca (TEUNISSEN et al., 2014). A participacdo da ILC3s na psoriase também foi
demonstrada por meio de modelo murino humanizado de psoriase, no qual enxertos de pele
humana normal foram implantados em camundongos imunossuprimidos e posteriormente
injetados com ILC3s purificadas, resultando na inducéo de lesbes psoriaticas (KAREN et al.,
2018).
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Figura 4. Os diferentes grupos das células linféides inatas. Fonte: KOBAYASHI; RICARDO-

GONZALEZ; MORO, 2020.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar por imuno-histoquimica os fatores de transcri¢do de linfocitos T-bet, GATA-3,

RORyT na hanseniase.

3.2 Objetivos especificos

1- Descrever as caracteristicas demogréaficas, epidemioldgicas e clinicas da populacdo do

estudo;

2- Caracterizar a expressao imuno-histoquimica de T-bet, GATA-3, RORyT em amostras de

pele de pacientes com hanseniase;

3- Caracterizar a expressao imuno-histoquimica de T-bet, GATA-3 e RORYT de acordo coma

expresséo de CD4;
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4 METODOS

4.2 Aprovagcéo do projeto no comité de Etica

A presente proposta ¢ subprojeto do estudo “H-COVID: Aspectos epidemioldgico,
microbioldgico, imunopatoldgico e clinico da Hanseniase em contexto p6s-COVID-19” que foi
aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) do Hospital Eduardo de
Menezes e do Instituto René Rachou. O estudo segue a Resolucdo CNS 466/12 e, em respeito
a Lei da Biodiversidade (Lei 13.123), ndo contemplara acesso ao patriménio genético (PGN).

4.3 Delineamento do estudo e calculo amostral

A presente proposta contempla estudo priméario, multicéntrico, observacional, transversal e
comparativo. O estudo contou com um total de 46 amostras de pele, colhidas por meio de
bidpsias realizadas em pacientes diagnosticados com hanseniase atendidos no Hospital Eduardo
de Menezes (26 pacientes) e no centro de especialidades médicas de Tedfilo Otoni (20
pacientes). Os pacientes foram atendidos no periodo de Maio/2021 a Fevereiro/2024 em dias
da semana que contavam com infraestrutura para realizacdo da pesquisa (quanto a

acondicionamento e transporte dos materiais).

4.4 Critério de inclusao e exclusao

4.4.1 Critérios de inclusao

Pacientes diagnosticados com hanseniase no ambulatdrio de dermatologia do Hospital Eduardo
de Menezes e no centro de especialidades médicas de Tedfilo Otoni, que ndo tenham tido

tratamento para a doenca nos Gltimos 12 meses.

4.4.2 Critérios de exclusdo

Menores de 18 anos; casos com diagnostico histopatologico ndo conclusivo; pacientes

imunossuprimidos (por drogas ou doengas).
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4.5 Exames histopatol6gicos e Imuno-histoquimica

Os fragmentos de pele colhidos por bidpsia foram acondicionados em solucdo tamponada de
formol nos servicos de origem (H. Eduardo de Menezes e Centro de Especialidades de Teotfilo
Otoni) e enviados para o Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da
UFMG. No laboratério, foram realizados cortes para estudo anatomopatoldgico trabalhados em
Hematoxilina e Eosina e em FITE-FARACO. As laminas foram analisadas por médico
patologista experiente, e o laudo foi emitido para auxiliar a equipe assistente no diagndéstico e
classificagéo da doenca.

Posteriormente, os alvos T-bet, GATA-3, RORyt e CD4 foram avaliados por imuno-
histoquimica (IHQ). Para tanto, laminas com cortes parafinados de 4 um dos blocos de tecido
foram desparafinizadas em xilol e re-hidratadas em alcool. A recuperacéo da antigenicidade foi
feita pelo aquecimento a 90°C no vapor por 20 minutos em solucdo tampéo 10mM Tris EDTA
(pH 9,0) e em solucdo tampdo de citrato de sodio (pH 6,0). A coloragdo para imuno-
histoquimica foi feita com os anticorpos primarios anti-T-bet (Abcam ab154200:Recombinant
Anti-T-bet/Thx21 [EPR9302]), anti-GATA-3 (Abcam ab199428: Recombinant Anti-GATA3
antibody [EPR16651]), anti-RORyt (Abcam ab219501: Anti-ROR gamma antibody) e anti-
CD4+ (Anti-CD4 antibody (ab133616) [EPR6855]) diluidos em PBS. A peroxidase enddgena
foi bloqueada e as laminas foram lavadas em solucdo tamp&o. Serdo adicionados 100 pL do
anticorpo primario, na diluicdo informada, por 50 minutos, em temperatura ambiente em
camara Umida. Os cortes foram lavados com PBS e incubados com MACH4 Universal AP

Polymer Kit (BIOCARE), de acordo com as especificacfes do fabricante.

4.6 Avaliacdo do exame imuno-histoquimico

As laminas foram avaliadas quanto a intensidade e distribuicdo da marcacdo no infiltrado
inflamatério (Figura 5). Quanto a intensidade, a reacdo foi classificada em ausente, leve,
moderada ou acentuada. Quanto a distribuicdo de células positivas no infiltrado inflamatério, a
reacdo foi classificada como ausente, esporadica (1 a 25%), focal (26 a 50%), multifocal (51 a

75%) ou difusa (76 a 100%).
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Figura 5. Microfotografias da imunorreatividade nos tecidos. A) Negativo (HEx10); B)
Distribuigdo <25% (HEx40); C) Distribuigdo <50% (HEXx10); D) Distribuicdo <75% (HEx10);

E) Distribuicdo >75% (HEx10); F, G e H) Intensidades leve, moderada e acentuada,
respectivamente (HEx40).
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4.7 Célculo do escore de expressdo imuno-histoquimica

O escore de expressdo imunohisto-quimica foi calculado individualmente para cada marcador
utilizado na mesma amostra de pele. Para o calculo do escore, ¢ atribuida uma pontuagédo de 0
a 3 para cada grau de intensidade, e de 0 a 4 para cada grau de distribuicdo. Posteriormente, a
pontuacdo da distribuicdo € multiplicada pela intensidade, resultando no escore imuno-
histoquimico. Estudos recentes utilizaram escores na avaliacdo histopatoldgica de tecidos e
reacdo imunoldgica (TAKANO et al., 2016, MENDES et al., 2020). Resultados de escore menor
que 5 foram classificados como expressdao basal, enquanto resultados maiores ou iguais a 5
foram classificados como hiperexpressao. Foi calculado o escore para cada um dos marcadores
estudados: T-bet, GATA-3, RORYT e CD4.

4.8 Coleta de dados epidemioldgicos e relativos a forma de hanseniase

4.8.1 Coleta de dados epidemiologicos

Os dados epidemiologicos foram coletados diretamente com o paciente no momento da
inclusdo na pesquisa. Foram utilizadas classificacbes quanto ao sexo (feminino ou
masculino), etnia (cor: branca, parda e preta) e grau de escolaridade (analfabeto, ensino

fundamental, ensino médio e ensino superior).

4.8.2 Classificacao quanto a forma de hanseniase

Os pacientes foram classificados quanto a forma de hanseniase conforme classificacdo
operacional da OMS (em paucibacilar e multibacilar) e classificacdo de Ridley e Jopling.

A classificacdo foi realizada pelos médicos dermatologistas responsaveis por cada caso.

Na classificacdo operacional, o paciente é dito multibacilar (MB) caso tenha mais de 5
lesbes ou apresente baciloscopia positiva para bacilos alcool &cido resistentes (em
raspado dérmico de l6bulos de orelhas, cotovelos ou de lesdo cutanea). Pacientes
paucibacilares (PB) apresentam 5 ou menos lesdes e baciloscopia negativa. A
classificacdo de Ridley e Jopling é de maior complexidade, levando em conta dados
clinicos, anatomopatolégicos e baciloscépicos. Critérios para esta classificacdo se

encontram na Tabela 1.



Tabela 1. Classificagdo de Ridley e Jopling.
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Taberculoids Dimorfa Dimorfa Dimorfa Virchowiana
: uberculéide imorfa ‘irchowiana MHV
(MHT) | Tuberculéide | Dimorfa | Virchowi (MHV)
(MHDT) (MHDD) (MHDYV)
Achados Uma ou duas |De uma a cinco| Mais de seis|  Mais de seis S
Dermatologicos rlacas com Yacis placas placas anulares] placas
ES -p e e infiltradas e
bordas bem | eritematosas | 1iutradas < dul
- nodulos.

definidas e

mfiltradas, ou

laparéncia de

Facies leonina

frequentementg uma lesdo B (madarose,
elevadas anular grande q1’161]:’) lekulosdis
suigo
orelhas
mfiltrados,
ponte nasal
alargada)
Simetria da Assimétrica | Assimétrica |Assimétrical Simétrica Simétrica
Distribuicio
Presenca ou Anestésica | Anestésica [Pode ou ndo| Pode ou ndo Sem
Auséncia de ser S anestesia
Anestesia anestésica | anestésica |
Risco de Nenhum | Reagdo Tipo 1| Reagdo Beagéo Rc.agz‘io
Reacdio Tipo | Tipo | ou Tipo 2
Imunologica Tipo2
Histopatologia | Granulomas Mistura de achados Tubercoloides e Lengois de
bem formados| Virchowianos. MHDT: Mais propensa macrofagos
- Muitos a observar granulomas bem formados. eSpumosos
linfécitos, MHDD ou MHDYV: mais propensa a
células observar macrofagos espumosos
gigantes
Bacilos Alcool- Nenhum Poucos ou Muitos Muitos Muitos
Acido Resistentes detectado nenhum (globias)

detectado
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Para cada marcador (T-bet, RORyt, GATA-3, CD4) foi realizado a comparacéo entre o
namero de amostras com expressdo basal e com hiperexpresséo entre pacientes PB e MB.
Para analise estatistica foi utilizado o teste de Qui Quadrado por meio do software
MINITAB 17. Os resultados foram considerados como estatisticamente significativos

quando p<0,05.
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5 RESULTADQOS

Populacéo do estudo

A populagdo do estudo compreende 46 participantes de Minas Gerais, sendo 26 oriundos de
Belo Horizonte e 20 de Teofilo Otoni, com idade média de 52,71 anos (Tabela 2). Em Belo
Horizonte, 53,85% dos participantes sdo brancos, enquanto em Tedfilo Otoni esse percentual é
23,81%, com maior presenca de pardos (55%) e pretos (20%). A proporgdo entre os sexos foi
semelhante nos grupos, com 50% de mulheres em Belo Horizonte e 55% em Tedfilo Otoni. Os
pacientes foram classificados de acordo com a classificagéo de Ridley e Jopling, levando em
conta caracteristicas clinicas e histopatologicas (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas epidemiolégicas da populacéo estudada.

Local de amostragem
Total (n grupo)

Caracteristica
Belo Honzonte Teofilo Otom
.
Feminino 13 (50.00%) 11 (55.00%) 24
Sexo

Masculino 13 (50.00%) 9 (45.00% 22
Branca 14 (53.85%) 5 (25.00%) 19
Cor Parda 11 (42.31%) 11 (55.00%) 22
Preta 1(3.85%) 4 (20.00% 5
Analfabeto 4 (15.38%) 2 (10.00%) 6

Ensino _
] | 9(3462% 10 (50.00%) 19

Grau de 3 Ensi

escolaridade Mé;?;' 8 (30.77% 4 (20.00% 12
Si‘;s;; 5(19.23%) 4 (20.00%) 9
Total (n) 26 (100%) 20 (100%) 46

Belo Horizonte apresenta maior proporc¢do de casos classificados como MHDD (30,77%) e
MHV (34,62%), enquanto Teofilo Otoni tem maior percentual de MHI (20%). Ambas
populagcbes tiveram predominancia de casos multibacilares, correspondendo a 69,23% dos

pacientes de Belo Horizonte e 55% dos pacientes de Teofilo Otoni. Quanto a classificagdo de
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Ridley e Jopling, em Belo Horizonte o maior grupo foi de pacientes MHV (34,62%), enquanto
em Teofilo Otoni o maior grupo foi dos MHDD (30,0%). Belo Horizonte ndo apresentou
pacientes MHT e Tedfilo Otoni ndo apresentou pacientes MHDT e MHDV. Além disso, também

foi realizada a classificacdo operacional (Multibacilar e Paucibacilar) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdes da forma de hanseniase na populacdo do estudo. PB: paucibacilar;
MB: multibacilar; HI: hanseniase indeterminada; MHDD: hanseniase dimorfa dimorfa; MHDT:
hanseniase dimorfa tuberculoide; MHDV: hanseniase dimorfa virchowiana; MHT: hanseniase
tuberculdide; MHV: hanseniase virchowiana.

Local de amostragem

Classificacio Total (n grupo)
Belo Horizonte Tedfilo Otom
PB 8 (30.77%) 9(45.0%) 17
Operacional -

MB 18 (69.23%) 11 (55.0%) 29

HI 1(3.85%) 4 (20.0%) 5
MHDD 8 (30.77%) 6 (30.0%) 14

Ridley e MHDT 7(26.92%) 0(0.0% 7

Jopling MHDV 1(3.85%) 0(0.0%)

MNHT 0(0.0% 5(25.0%) 3
MHV 9(34.62%) 5(25.0%) 14
Total (n) 26 (100%) 20 (100%) 46

Imuno-histoquimica

Quanto a intensidade e distribuicdo da reatividade de CD4+, o grupo PB apresentou
predominancia da intensidade ausente (47,06%), enquanto o grupo MB obteve maior parte dos
exames como intensidade moderada (51,81%). Quanto a distribuicdo da imunorreatividade em
PB e MB, ambos os grupos apresentaram predominancia de ausente, representando 47,06% e
31,03%, respectivamente (Tabela 4). A figura 6 apresenta imagens do estudo imuno-

histoquimico de CDA4.
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igura 6. Microfotografi da imuorreativid de dos linfécitos T CD4+ nas amostras dos
grupos Paucibacilar (A) e Multibacilar, aumento 40x (B), aumento 40x.

Tabela 4: Imunorreatividade dos linfécitos T CD4+ nas bidpsias de pele.

Dt PB MB Total
n (%) n (%) n
Intensidade.
Ausente 8 (47.06) 9(31,03) 17
Leve (+) 0000 1(345) 1
Maoderada (++) 5(29.41) 15(51,72) 20
Acentpada (++1) 4(2353) 4 (13,79 8
Total 17 (100) 29 (100) 46
Distribuica
Ausente 8 (47.06) 9(31.03) 17
Esporadica (1 a 25%) 3(17.63) 6 (20.69) 9
Focal (26 a 50%) 1(5.88) 1(3.435) 10
Multifocal (51 a 75%) 2(11.76) (1034 5
Difusa (76 a 100%) 3(17.65) 2(6.9) 5
Total 17 (100) 29 (100 46

Em relacdo a intensidade da reatividade dos marcadores T-bet, observa-se predominancia da
expressdo leve em PB (41,18%) e ausente em MB (41,38%). A intensidade acentuada é
exclusiva do grupo MB. Quanto a distribuicdo, houve predominancia de ausente nos MB
(47,06%) e de esporéadica nos PB (41,38%) (Tabela 5). A figura 7 apresenta imagens do estudo
imuno-histoquimico de T-bet.
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A : B :
Figura 7. Microfotografias da imunorreatividade para T-bet nas amostras dos grupos
Paucibacilar (A) e Multibacilar (B), aumento 40x.
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Tabela 5. Imunorreatividade do biomarcador T-bet nas bidpsias de pele.

PB MB Total
T-bet
n (%) n (%) n
Intensidade.
Ansente 6 (35.29%) 12 (41.38%) 18
Leve (+) 7(41.18%) 8 (27.59%) 15
Meoderada (++) 4 (23 53%) 4 (13.79%) 8
Acenipada (+++) 0 (0.0%) 5(17.24%) 5
Total 17 (100%0) 29 (100%) 46
Distribuica
Ausente 6 (35.29%) 12 (41.38%) 18
Esporadica (1 a 25%) 8 (47.06%) 11 (37.93%) 19
Focal (26 a 50%) 3(17.65%) 2(6.9%) 5
Multifocal (31 a 73%) 0 (0.0%) 4 (13.79%) 4
Dhfusa (76 a 100%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0
Total 17 (100%0) 29 (100%) 46

Sobre a imunorreatividade de GATA-3, no grupo MB, ocorreu predominancia da expressao
moderada (41,38%) e acentuada (31,03%). Em PB, a predominancia foi da expressdo moderada
(41,18%) e leve (29,41%). Quanto a distribuicdo, PB apresentou predominancia de esporadica
(29,41%), enquanto em MB predominou a difusa (44,83%) (Tabela 6). A figura 8 apresenta
imagens do estudo imuno-histoquimico de GATA-3.
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Flgura 8. Mlcrofotograflas da |munorreat|V|dade para GATA 3nasamostras dos grupos
Paucibacilar (A) e Multibacilar (B), aumento 40x.

Tabela 6: Imunorreatividade do biomarcador GATA-3 nas bidpsias de pele.

PB MB Total
GATA-3 o % o
Intensidade
Ausente 3 (17.65%) 5(17.24%) 8
Leve (+) 5(29.41%) 3(10.34%) 8
Moderada (++) 7(41.18%) 12 (41.38%) 19
Acentnada (+++) 2 (11.76%) 9(31.03%) 11
Total 17 (100%0) 29 (100%) 46
Distribuica
Ausente 3 (17.65%) 5(17.24%) 8
Esporadica (1 a 25%) 5(29.41%) 5(17.24%) 8
Focal (26 a 50%) 3 (17.65%) 4(13.79%) 7
Multifocal (51 a 75%) 3 (17.65%) 4 (13.79%) 7
Difusa (76 a 100%) 3 (17.65%) 13 (44 83%) 16
Total 17 (100%%) 29 (100%) 46

Para o biomarcador RORyt, encontramos que em PB intensidade leve foi mais frequente
(70,59%), enquanto que MB apresentou predominancia de acentuada (37,93%), seguida por
moderada (34,48%). A distribuicdo que mais ocorreu em PB foi de esporadica (70,59%),
enquanto em MB foi a expressdo difusa (34,58%) (Tabela 7). A figura 9 apresenta imagens do

estudo imuno-histoquimico de RORyt.
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Figura 9. Micrftografas da imunorreatividade do biomarcador ROR nas amostras dos
grupos Paucibacilar (PB) e Multibacilar (MB), aumento 40x.

Tabela 7: Imunorreatividade do biomarcador RORyt nas biopsias de pele.

PB MB Total
RORyt % ” a
Intensidade
Ausente 3 (17.65%) 4 (13.79%) 7
Leve (+) 12 (70.59%) 4 (13.79%) 16
Moderada (++) 1 (5.88%) 10 (34.48%) 11
Acentuada (+++) 1 (5.88%) 11 (37.93%) 12
Total 17 (100%) 29 (100%) 46
Distribuicdo
Ausente 3 (17.65%) 4 (13.79%) 7
Esporadica (1 a 25%) 12 (70.59%) 6 (20.69%) 18
Focal (26 a 50%) 1 (5.88%) 5 (17.24%) 6
Multifocal (51 a 75%) 0 (0.0%) 4 (13.79%) 4
Difusa (76 a 100%) 1 (5.88%) 10 (34.48%) 11
Total 17 (100%) 29 (100%) 46

A hiperexpressdo de T-bet, RORYT e GATA-3 foi estatisticamente maior nos pacientes MB em
relacdo a PB. Nao houve diferenca estatisticamente significativa para a expressdao de CD4+
entre PB e MB (Tabela 8).
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Tabela 8. Escore de expressdo imuno-histoquimica dos grupos PB e MB. Considerou-se
hiperexpressao escore igual ou superior a cinco. Diferencas estatisticas significativas (p<0,05)
estdo indicadas com um asterisco.

Marcador/  Escore PB MB Total (n) p-valor
Escore
CD4+ Basal 12 (70.59%) 22 (75.86%) 34 -
Hiper 5(2941%) 7 (24.14%) 12 0,698
Thet Basal 17 23 (79.31%) 40 -
(100.00%)
Hiper 0 (0.00%) 6 (20.69%) 6 0,006*
GATA-3 Basal 12 (70.59%) 12 (41.38%) 24 -
Hiper 5(29.41%) 17 (58.62%) 22 0,042%*
RORyt Basal 16 (94.12%) 13 (44.83%) 29 -
Hiper 1 (5.88%) 16 (55.17%) 17 <0,001*

Ao comparar apenas amostras de pacientes com expressdo basal de CD4, o grupo MB teve
maior proporcdo de hiperexpressos para GATA-3 e RORyt, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa. Quanto a T-bet, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Tabela 9).

Tabela 9: Escore de expressdo imuno-histoquimica dos grupos PB e MB de pacientes com
expressdo basal de CD4. Considerou-se a hiperexpressao dos pacientes com escore igual ou
superior a cinco. Diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo indicadas com um
asterisco.

. ./
Malca(¥0| Escore PB MB Total (n) p-valor
Escore
Tbet Basal 12 17 (77.27%) 29 0,137
(100.00%)

Hiper 0 (0.00%) 52273%) S 0,137

GATA-3 Basal 8 (66.67%) 7 (31.82%) 15 0,039*
Hiper 4 (33.33%) 15 (68.18%) 19 0.039*%

RORt Basal 11 (91.67%) 10 (45.45%) 21 0.001*
Hiper 1 (8.33%) 12 (54.55%) 13 0,001*
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6 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta evidéncia de participacdo das células linféides inatas na resposta
imune a hanseniase, e aponta que tal participacdo pode ser variavel conforme a classificacdo
clinica da doenga.

A reacdo imunoldgica orquestrada contra o M.leprae € o principal determinante da forma de
hanseniase desenvolvida. Pacientes mais proximos ao polo tuberculoide apresentam doenca
limitada e predominio de imunidade tipo celular (thl), enquanto pacientes mais proximos ao
polo virchowiano apresentam doenca disseminada e predominio de imunidade tipo humoral
(th2) (SADHU e MITRA, 2018). Para efeito de comparagédo, optamos por classificar a doenca
utilizando a classificacdo operacional, que divide os pacientes em dois grupos. Assim, 0S
pacientes PB representam o grupo mais proximo do polo tuberculoide, enquanto os MB se

encontram mais proximos do polo virchowiano (FROES JR et al., 2020).

Quanto ao fator de transcricdo GATAS, ocorreu maior proporcao de hiperexpressdo no grupo
MB em relacdo aos PB, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p = 0,042). O fator
de transcricdo GATAS é essencial na diferenciacdo de linfocitos th2 e de ILC2s (TINDEMANS
et al.,, 2014). Portanto, tal resultado é esperado, e pode ser explicado pelo predominio da

imunidade th2 em pacientes MBs em relacdo aos PBs.

Ao analisar apenas amostras de pacientes com expressao basal de CD4, também foi observada
maior proporcao de hiperexpressos para GATA3 nos MB (p=0,039). Esse resultado indica maior
participacdo de ILC2s no infiltrado inflamatorio dos pacientes MB em relacdo aos PB. Tal
resultado vai de encontro a literatura, que mostra evidéncias de maior participacdo dessas
células em doencas com predominio da resposta imune do tipo 2. MASHIKO et al. (2017)
demonstraram aumento de ILC2s na pele de pacientes com dermatite atopica em relacdo a
pacientes com psoriase utilizando citometria de fluxo para identificar as células em bidpsias de
pele. SALIMI et al. (2013), por sua vez, evidenciaram maior nimero de ILC2s em bi6psias de
pele de pacientes com dermatite atopica em comparacao com individuos saudaveis, destacando

ainda a predominancia dessas células sobre ILC1s e ILC3s.

Quanto a T-bet, o resultado mostra um maior nimero de amostras com hiperexpressdo no grupo

MB em relacdo ao PB (p 0,006). A principio, este resultado ndo era esperado. O T-bet atua na
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diferenciacdo das células Thl (OH e HWANG, 2014) e é essencial para funcdo das ILC1s
(VIVIER et al., 2018). Sendo assim, esperava-se maior expressao desse marcador nos PBs,
grupo com maior imunidade tipo 1. SCHINNER et al. (2023) demonstraram por
imunofluorescencia predominancia de linfocitos T-bet positivos em relacdo a GATAS positivos
em amostras de pacientes com liquen plano, doenga com predominédncia da imunidade tipo
1. Ao analisar as apenas amostras com expressdo de CD4+ basal, ndo houve diferenca
significativa quanto a hiperexpressdo de T-bet entre os grupos. Sendo assim, este estudo ndo

pode sugerir qual grupo apresenta maior participagdo de ILC1s.

Ao analisar RORYT, observamos maior quantidade de hiperexpressos no grupo MB em relagéo
aos PBs (p<0,001). O RORyT é um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento e
funcédo das ILC3s (FIANCETTE et al., 2021), além de desempenhar um papel central na funcéo,
desenvolvimento e diferenciagdo dos linfocitos Thl7 (MICKAEL et al., 2020). A
imunopatologia da hanseniase é centrada principalmente na dicotomia entre a imunidade 1 e 2.
Entretanto, estudos prévios sugerem maior participacdo da imunidade tipo 3 no polo PB da
doenca. SAINI, RAMESH e NATH (2013) demonstraram maior participacgéo de linfocitos Th17
e citocinas associadas a imunidade tipo 3 em pacientes tuberculoides em relacdo aos
virchowianos. Resultado semelhante foi apontado por SANTOS et al. (2017). Sendo assim, este
resultado contraria a literatura prévia, uma vez que encontramos maior hiperexpressao de
GATAS3 no grupo MB. Ao excluir os pacientes com hiperexpressao de CD4, tal resultado se

manteve, 0 que pode apontar para uma maior prevaléncia de ILC3s nos pacientes MB.

Em relacdo ao CD4, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Tal resultado aponta que
a diferenca de hiperexpressdo dos demais marcadores nas amostras de pele ndo pode ser

explicada por um maior nimero de linfocitos T auxiliadores em um dos grupos.

Os resultados aqui presentes devem ser interpretados levando em consideracao algumas
limitacGes do trabalho. Primeiramente, o estudo foi realizado utilizando apenas imuno-
histoquimica. Tal metodologia é examinador-dependente e produz dados semiquantitativos.
Para reduzir ao maximo o impacto dessa caracteristica, as laminas foram examinadas por

patologista experiente e especializado neste método.

Além disso, a analise por imuno-histoquimica pode sofrer interferéncia das caracteristicas
histopatoldgicas de cada forma de hanseniase. Pacientes proximos ao polo tuberculdide
apresentam predominio de granuloma tuberculéide com linfocitos na periferia, enquanto nos

pacientes proximos ao polo virchowiano, os linfocitos se apresentam distribuidos difusamente
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no infiltrado (MASSONE, BELACHEW e SCHENTTINI, 2105). Como a distribuicdo das
celulas marcadas é critério para calcular o escore imuno-histoquimico, é possivel que 0s

pacientes do grupo MB tendem a ter uma nota maior.

Quanto aos anticorpos contra os fatores de transcricdo T-bet, RORYT e GATAS3, embora
utilizados para identificar diferentes tipos de linfécitos T helper e células linféides inatas,
também podem marcar outras células e estruturas nos tecidos. Neste estudo, observamos na
epiderme, expressdo importante de GATA-3 e, em pequena escala, de T-bet. Os dados da
utilizacdo desses anticorpos na literatura sdo escassos no contexto da imunologia, mas ha
estudos que utilizaram anti-GATA3 na avaliacdo de tumores mamarios (DEFTEREOS et al.,
2015) e uroteliais (PLAGE et al., 2022).

Em relacdo a divisdo dos grupos, a heterogeneidade dos grupos PB e MB pode ter tido
influéncia nos resultados. Pacientes dimorfos apresentam resposta imune com padrdo misto
thl/th2 ao bacilo. Entretanto, na classificacdo operacional, os pacientes MHDD sdo sempre
considerados MB devido as caracteristicas dessa forma clinica da doenca (baciloscopia positiva
e mais de 5 lesbes cuténeas). A comparacgdo entre diferentes formas de hanseniase seria mais
precisa ao dividir os pacientes apenas levando em consideracdo a classificacdo de Ridley e
Joplin. No entanto, um estudo com tal divisdo exige um nimero mais elevado de participantes,

uma vez que os pacientes seriam distribuidos em 5 grupos diferentes.

Por fim, ndo ha outro estudo que se proponha a avaliar células linfoides inatas na hanseniase,
ndo sendo possivel comparar diretamente os resultados aqui descritos com dados prévios da

literatura.

Embora este trabalho tenha fornecido evidéncias preliminares sobre a participacdo das células
linfoides inatas na hanseniase, avan¢os metodologicos podem ampliar significativamente o
entendimento sobre o papel dessas células na doenca. Estudos futuros devem considerar o uso
de metodologias complementares, como a citometria de fluxo, que permite avaliar multiplos
marcadores em uma mesma célula com maior precisdo. Essa abordagem proporcionaria uma
caracterizacdo mais detalhada e quantitativa das ILCs nos diferentes polos da hanseniase,
complementando os achados obtidos por imuno-histoquimica. Além disso, técnicas como
RNA-seq em células individuais poderiam fornecer informacdes sobre o perfil transcricional

especifico das ILCs, abrindo novas perspectivas sobre sua funcionalidade na hanseniase.

Por fim, além de contribuir para o entendimento da imunopatologia da hanseniase, esse trabalho

utilizou metodologia inédita para avaliacdo das ILCs. Os fatores de transcricdo T-bet, GATA3
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e RORyt foram estudados conjuntamente para identificar diferentes células no infiltrado
inflamatorio por imuno-histoquimica. Essa abordagem é particularmente relevante, pois a
imuno-histoquimica € uma técnica amplamente disponivel e de custo mais acessivel em
comparacdo a citometria de fluxo a imunofluorescéncia, o que pode viabilizar estudos

semelhantes em outras doencas no contexto de limitac&o de recursos.
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