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RESUMO

A hanseniase € uma doenca granulomatosa, infecto-contagiosa causada pelo
Mycobacterium leprae. Trata-se de uma infecgao cronica com amplo espectro de
respostas imunes celulares em humanos. Possui alto poder infectante e baixo poder
patogénico. Este estudo tem como objetivo quantificar e comparar leucécitos e
subpopulagdes de linfocitos T totais (CD3%), T auxiliares (CD3'CD4"), T citotoxicos
(CD3'CD8"), B (CD19") e NK (CD3'CD16'CD56%) em sangue periférico de
individuos com hanseniase e controles saudaveis. Os pacientes foram provenientes
do Centro de Dermatologia D. Libania, Fortaleza-CE, Brasil. A determinacdo do
namero de linfécitos em cada subpopulacéo foi realizada por citometria de fluxo. A
andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 5.0 para Windows
com significancia estabelecida para valores de p<0,05. E um estudo do tipo caso
controle de carater observacional, realizado a partir da analise do sangue periférico
de individuos com diagnostico de hanseniase e de individuos saudaveis. A
populacdo de pacientes com hanseniase, sem tratamento foi composta de 15
pessoas. A populacdo de controles saudaveis foi composta por 29 pessoas. As
médias das contagens de Linfocitos NK (CD3'CD16'CD56") no grupo de pacientes
com hanseniase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?® foram,
147(x113,4) e 378,1 (¥231,7) respectivamente, p = 0,0008. As médias das
contagens de Linfécitos B (CD19%) no grupo de pacientes com hanseniase e nos
controles saudaveis, dadas em células/mm?, foram, 233,3 (+85,89) e 115,3 (+53,01)
, respectivamente, p < 0,0001. Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significantes entre as amostras de leucdécitos, de linfécitos T CD3", linfocitos T CD4*
e linfocitos T CD8*. Os dados do presente estudo sinalizam que as células NK
parecem desempenhar papel de relevancia na resposta ao M. leprae. O linfocito B ja
ocupa papel de destaque na resposta imunoldgica ao M. leprae, sobretudo nas

formas lepromatosas, e este estudo refor¢a a importancia destas células.

Palavras-chaves: Hanseniase, subpopulacdes linfocitarias, sangue periférico,

imunofenotipagem.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious and granulomatous disease caused by Mycobacterium
leprae. The aim of this study was to quantify and compare levels of leucocytes and
lymphocyte subpopulations (CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD19+, CD3-
CD16+CD56+) in peripheral blood of patients with leprosy and healthy controls.
Patients were followed at Centro de Dermatologia D. Libania, Fortaleza-CE, Brasil.
Flow cytometry was used to determine numbers of lymphocytes. Statistical analisys
was done with GraphPad Prism 5.0 software for windows. P values under 0.05 were
considered siginificant.This was an observational case-control study. Fifteen leprosy
patients without treatment were evaluated and 29 healthy individuals were included
in control group. NK cells (CD3'CD16'CD56%) mean in leprosy patients was
147(£113,4) and in controls was 378,1 (¥231,7). Comparisson stablished a p value of
0.0008. B lymphocytes (CD19+) mean in leprosy patients was 233,3 (£85,89) and in
controls was 115,3 (+53,01), with p < 0,0001 . No differences were observed in CD3"
T lymphocytes, CD4" T lymphocytes and CD8" T lymphocytes. This study suggests

that NK cells may play a role in innate response to M. leprae.

Keywords: Leprosy, lymphocyte subpopulation, peripheral blood, flow cytometry
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1.INTRODUCAO



1.1 Doenca

A hanseniase é uma doenca endémica desde os tempos da pré-historia.
As referéncias mais antigas séo de 600 a.C. Instalou-se de forma disseminada na
Europa do século Il ao século XIV. Houve rapido declinio, mas ainda existem casos
isolados até hoje (DUNCAN et al., 2004). Acredita-se que é de origem africana ou
asidtica e que seja uma das mais antigas doencas que acomete a humanidade
(EIDT, 2004).

No segundo século a.C. foram encontrados registros e descricbes de
hanseniase, em esqueletos no Egito (BRASIL, 1989). O livro Levitico, capitulo 13, do
Antigo Testamento da Biblia menciona orientacdes, cuidados e sinais para a
identificacdo dos doentes, mas € dificil comprovar tratar-se de hanseniase (CUNHA,
2002).

Na Idade Média, periodo em que a doenca teve alta incidéncia na Europa
e Oriente Médio (EIDT, 2004), o nome lepra significava todas as lesdes de pele,
como queimacdes, escamacdes, escabiose, cancer de pele, lipus, escarlatina,
eczemas, sifilis e, também, a lepra verdadeira. Os doentes de hanseniase eram
isolados da populacdo e havia a realizacdo de um oficio religioso em intencao
(CUNHA, 2002). Logo apds, os doentes eram excluidos da comunidade e passavam
a morar em locais reservados para esse fim. Eram obrigados a usar, como
vestimenta, um manto, um chapéu de abas largas e bermuddes de cor escura; e, na
tunica, traziam bordada a figura de S&do Lazaro. Usavam luvas e levavam, na méo
OU preso ao corpo, um corno ou uma matraca de madeira, 0os quais faziam soar
quando se aproximavam dos sadios (SARAIVA, 2002).

A hanseniase foi introduzida nas Américas com a chegada dos
colonizadores europeus. A introducao da doenga no novo continente coincide com o
aumento da prevaléncia desta, na Espanha, durante os séculos XV e XVI
(OPROMOLLA, 2000).

No Brasil, a introducédo da doenca ocorreu em varios pontos da costa do
pais, o que corresponde ao acompanhamento da infeccdo com o decorrer da
colonizacéo (EIDT, 2004). Anos depois, foi criado o primeiro Lazareto, abrigo para
os doentes de Lazaro, lazarentos ou leprosos. Focos da doenca foram identificados

na Bahia e no Par4, o que levou as autoridades da Colbnia a pedirem ajuda a



Portugal, mas ndo foram atendidos. Somente dois séculos depois, houve iniciativa
para o combate a doenca. No entanto, o controle limitou-se apenas a constru¢éo de
abrigos e a cuidados precarios aos doentes (SARAIVA, 2002).

A descricdo dos primeiros casos da hanseniase no Brasil se deu na
cidade do Rio de Janeiro, em 1600. Os dados mostravam a existéncia de 300
portadores desta doenca. Com o desenvolvimento da agricultura, a necessidade de
mao-de-obra e a ocupacdo do territdrio brasileiro, a doenca foi levada a outros
estados como Paraiba, Alagoas, Ceara, Maranhédo, Pard e Amazonas (EIDT, 2004).

A hanseniase €é uma doenca granulomatosa, infecto-contagiosa,
lentamente progressiva (FOSS, 1997; BENNET et al, 2008). E causada pelo
Mycobacterium leprae, descoberto e descrito por Gerhard H.A. Hansen em 1968, em
Burgen, na Noruega (BATISTA et al, 2011).

Trata-se de uma infeccdo crénica que provoca uma grande variedade de
respostas imunes celulares em humanos (SCOLLARD et al, 2006). E complicada
pelo potencial intermitente de reacdes de hipersensibilidade (reacfes hansénicas)
causadoras de muito sofrimento para o paciente. Todo o quadro clinico reflete a
resposta imunoldgica individual a infeccdo pelo bacilo (LOCKWOOD, 2004;
MOSCHELLA, 2004; LEITE, 2011). Quase todo o corpo pode ser acometido, sendo
mais comum as extremidades e partes frias: bragcos, coxas, pernas, pés, testiculos,
camara anterior dos olhos e nervos periféricos superficiais (BATISTA et al, 2011,
MOSCHELLA, 2004).

O M. leprae € um bacilo que possui alto poder infectante e baixo poder
patogénico. (ARAUJO, 2003). A transmissdo da hanseniase ainda é mal-
compreendida. Sabe-se que o0s pacientes multibacilares ndo tratados sao os
principais responsaveis pela disseminacdo e transmissdo do M. leprae, pois
transportam uma alta carga bacteriana na sua pele e nas vias aéreas (JOB et al,
2008; MARTINS, et al, 2012).

Uma das caracteristicas importantes da doenca é o comprometimento dos
nervos periféricos, que pode levar a incapacidades fisicas e evoluir para
deformidades. As consequéncias das incapacidades e deformidades sao reducéo da
capacidade de trabalho, limitacdo da vida social e problemas psicoldgicos, além do

estigma e preconceito contra a doenca (BRASIL, 2002).



1.2 Epidemiologia

No mundo, em 2011, foram detectados 219.075 casos novos de
hanseniase. Nas Américas, 36.832 casos novos, sendo o Brasil o principal
responsavel, com 33.955, ficando em segundo lugar no mundo em numero de
casos. Estdo sendo adotadas estratégias globais para a reducdo da hanseniase.
Existem programas nacionais em paises onde a doenca € endémica. A estratégia
visa reduzir a taxa de casos novos com algum grau de incapacidade fisica em todo
mundo, até o final de 2015 (OMS, 2012).

No Ceara, foram diagnosticados 2.066 casos novos de hanseniase em
2012. Foi realizada uma intensificacdo da vigilancia epidemioldgica nas areas mais
endémicas. Ao diagnostico, 7,8% dos pacientes apresentaram algum grau de
incapacidade fisica, em 2012. A faixa etaria mais acometida é a de maior de 20 a
mais de 50 anos de idade, sendo esta a populacdo economicamente ativa. Em 2012,
90,6% (1.872) dos casos foram notificados com a faixa etaria de 20 a 50 anos de
idade, sendo a populacdo economicamente ativa. Diante desta informacéo, percebe-
se a importancia da detecc¢ao precoce da doenca, cuja acdo tempestiva, possibilitara
a reducéo de sequelas e incapacidade fisica (CEARA, 2013).

Os municipios do Ceara que apresentaram maior nimero de casos novos
foram: Fortaleza (611), Juazeiro do Norte (114), Sobral (91), Iguatu (67) e
Maracanau (65) (CEARA, 2013).

1.3 Formas Clinicas

Adotam-se as classificagbes de Madri e a de Ridley-Jopling para fins
clinico-imunolégicas e uma classificagdo para efeitos operacionais, utilizada pelo
Ministério da Satude (BRASIL, 2011; ARAUJO, 2003).

A classificacdo de Madri de 1953 adota critérios de polaridade, com base
nos aspectos clinicos, bacteriologicos, imunolégicos e histologicos da hanseniase
(ORSINI, et al, 2008) Sao classificados como grupos polares estaveis e opostos,
Tuberculéide (T) e Virchowiano (V) ou Lepromatoso (L); o grupo transitério e inicial

da doenca, a forma Indeterminada (I) e o grupo instavel e intermediario, a forma



Borderline (B) ou Dimorfa (D) que caminharia para um dos polos, na evolugéo
natural da doenga (SOUZA, 1997; ARAUJO, 2003).

A classificacdo de Ridley-Jopling é utilizada com base na resposta
imunolégica ao M. leprae (MOSCHELA, 2004). Adota-se subgrupos dentro do
espectro obedecendo critérios clinicos e bacteriol6gicos, com énfase nos aspectos
imunoldgicos e histopatolégicos (ARAUJO, 2003). Nesta classificacdo ndo se inclui a
forma indeterminada e torna-se necessario 0 exame histopatoloégico para sua
utilizacdo. Sao descritas as formas Tubercul6ide (TT), Virchowiana (VV) e os trés
subgrupos intermediarios, Borderline-Tuberculéide (BT), Borderline - Borderline (BB)
e Borderline -Virchowiano (BV) (SOUZA, 1997; ARAUJO, 2003).

No Brasil, o Ministério da Saude adota uma classificacdo operacional para
fins de tratamento, como Paucibacilares (PB) nos casos com até cinco lesdes de
pele e/ou um tronco nervoso comprometido e Multibacilares (MB) nos casos com
mais de cinco lesbes de pele e/ou mais de um tronco nervoso acometido (BRASIL,
2011; CORREA et al, 2012).

A hanseniase tuberculéide caracteriza-se por apresentar lesées em
placas na pele bem delimitadas com bordas papulosas em numero bem reduzido.
Séo lesbes eritematosas ou hipocrdmicas com queda de pélos e alteracdo da
sensibilidade térmica, dolorosa e tatil (ARAUJO, 2003; BRASIL, 2011, SOUZA,
1997). Além da pele, pode haver o envolvimento de troncos nervosos em pequeno
namero, geralmente, préximo as lesdes cutaneas (CHACHA, et al, 2009; SOUZA,
1997).

O grupo Dimorfo da hanseniase € complexo e tem carater instavel.
Devido a sua instabilidade imunoldgica, apresenta uma grande variagdo em suas
manifestagbes clinicas, sejam na pele, nos nervos, ou no comprometimento
sistémico (GOULART, PENNA, CUNHA, 2002; HINRISCHISEN, 2004).

No aspecto clinicodermatologico do paciente, a forma dimorfa aproxima-
se do polo virchowiano ou tubercul6ide, onde reflete a instabilidade imunolégica
(ARAUJO, 2003). A hanseniase dimorfa-virchowiana manifesta-se com muitas
lesbes e com aspectos diversos como infiltracdo, nédulos e placas (algumas com a
regido central normal e bordas externas mal-definidas) (MATSUO et al, 2010). As
lesdes neurais sdo precoces, assimétricas e, geralmente, levam a incapacidades
fisicas (ARAUJO, 2003). A baciloscopia de raspado intradérmico pode ser positivo
ou negativo (BRASIL, 2010).



A hanseniase, no polo virchowiano, expressa a forma clinica de
suscetibilidade do bacilo, resultando em multiplicagdo e disseminagédo da doenca.
Manifesta-se em individuos com imunidade celular deprimida ao M. leprae (SOUZA,
1997). Os pacientes de hanseniase virchowiana tém uma elevada carga do bacilo
nas biopsias de pele (MISCH, 2008). A baciloscopia de raspado intradémico €&
fortemente positiva (BRASIL, 2010). A doenca pode evoluir com infiltracdo
progressiva e difusa da pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos, testiculos,
nervos, podendo comprometer linfonodos, figado e baco. Na pele descrevem-se
macula, papulas e nédulos com infiltragbes mais acentuadas na face e membros
com perda de pelos (madarose). H4 comprometimento neural em troncos nervosos

em ramos da pele e inervacgéo vascular (ARAUJO, 2003).

1.4 Formas Reacionais

As reacdes hansénicas sdo fenbmenos de hipersensiblidade a antigenos
de M. leprae e decorrem do processo imunolégico acompanhado do aumento de
citocinas pro-infamatérias IFN-y, IL-12, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, além de
imunocomplexos (TEIXEIRA, et al, 2010).

Correspondem a exarcebacdo da imunidade celular com episédios
agudos inflamatoérios no curso natural da doenca, durante o tratamento ou apods,
gquando o paciente ja € considerado curado sob o ponto de vista bacterioldgico
(GOULART, et al, 2002; ARAUJO, 2003). Essas reacdes sdo as principais causas de
incapacidades (GOMES, et al, 2005).

Existem duas categorias principais de rea¢fes da hanseniase: reacéo tipo
1, também chamada de reacgéo reversa (RR), quando esta envolvida a imunidade
celular e a reacdo tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH), com participacao
efetiva da imunidade humoral (MOSCHELA, 2004; TEIXEIRA, et al, 2010).

As reagles tipo 1 sdo episodios recorrentes, geralmente, devido ao
aumento da imunidade mediada por células contra antigenos no M. leprae
(MANANDHAR, et al, 2002). Acometem cerca de 10 a 33% dos hansénicos. Na
maioria dos casos, surgem durante o tratamento ou ap0s o primeiro ano de alta.
Pode estar presente em paciente paucibacilares e multibacilares (TEIXEIRA, et al,
2010).



O exame histopatoldégico demonstra a expansdo do granuloma com
presenca de edema intraneural e um influxo de células CD4" positivas (ORSINI, et
al, 2008. PIMENTEL, et al, 2004). As lesdes pré-existentes tornam-se eritematosas,
violaceas, sensiveis, intumescidas, elevadas, e maculas tornam-se papulas que
podem ulcerar (WALKER, et al, 2008; ORSINI, et al, 2008). Podem surgir sintomas
sistémicos como mal-estar e febre (TEIXEIRA, et al, 2010).

Na reacdo tipo 1 € comum o comprometimento neural, por vezes,
acentuado e grave, podendo haver perda de funcdo e paralisia. Os nervos
comprometidos apresentam graus variaveis de dor com aumento da sensibilidade
local (SOUZA, 1997). A neurite pura ou isolada € considerada como reacéo tipo 1.
Pode ser ascendente, quando had o aumento da imunidade especifica ou
descendente quando ha queda da imunidade e a expansédo clinica é semelhante
(TEIXEIRA, et al, 2010).

A reacao tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH) representa uma
importante causa de morbidade e incapacidade fisica em pacientes dimorfos-
virchowianos e virchowianos-virchowianos. Esta reacdo acomete somente pacientes
multibacilares (ORSINI, et al, 2007). O ENH é uma complicagdo comum em cerca de
50% dos pacientes com a forma virchowiana (LOCKWOOD, 2004).

E caracterizada por uma reacdo imunolégica com deposicdo de
imunocomplexos no sangue, tecidos e vasos linfaticos dando origem a focos
inflamatorios agudos (MOSCHELA, 2004). Alguns relatos confirmam a presenca de
niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, IL-1p no soro de pacientes
com ENH (PINHEIRO, 2011). Durante este estado reacional tipo ENH, foi observado
0 aumento da producdo de TNF-a associado a elevagédo dos niveis de Proteina-C-
Reativa (PCR). Assim sugere que o TNF-a uma proteina inflamatéria, atue no
aumento dos niveis de PCR, favorecendo o aparecimento de sintomas do surto
reacional (FOSS, 1997; BALAGON, 2010).

Na reacdo tipo 2 ou ENH ocorre o aparecimento de nddulos eritematosos
dérmicos e cutaneos, dolorosos, na pele aparentemente integra. Sé&o
frequentemente acompanhados de sintomas sistémicos como febre, mal-estar,
perda de peso, anorexia, artralgia, edema. E comum apresentar-se em mdltiplos
episodios (TEIXEIRA, et al, 2010; MATOS, 2007). Pode haver processos
inflamato6rios em outros sistemas causando orquite, artrite, neurite, dentre outras
(POCATERRA, 2006).




1.5 Diagndstico

O diagnostico de hanseniase é essencialmente clinico (anamnese,
inspecao e pesquisa de sensibilidade) e auxiliado por exames complementares
(PINHEIRO, 2011; BRASIL, 2008). Os testes laboratoriais para hanseniase incluem
a baciloscopia, baseada na deteccdo de bacilos alcool-acidos resistentes em
esfregacos de linfa e em bidpsias de lesbes de pele (MOSCHELA, 2004; PINHEIRO,
2011).

A baciloscopia € o exame complementar mais Gtil no diagndstico da
hanseniase, pois é de facil execucdo e de baixo custo (ARAUJO, 2003). Quando é
possivel ser realizado, é utilizado para classificar os casos em paucibacilares ou
multibacilares. Este exame € um dos parametros integrantes da definicdo de caso.
Ratifica-se que o diagndéstico da hanseniase é clinico. Quando a baciloscopia estiver
disponivel e for realizada, ndo se deve esperar o resultado para iniciar o tratamento
do paciente (BRASIL, 2002). Quando o resultado for positivo, independente do
namero de lesdes, classifica-se como MB. Quando negativo, ndo exclui o
diagnéstico de hanseniase (BRASIL, 2010).

O exame histopatolégico pode ser necessario nos casos em que ha
davidas no diagnéstico ou na classificacdo. Quando existe duvida no diagndstico
diferencial com outras neuropatias, indica-se a biépsia do nervo (ARAUJO, 2003).

Nos estados reacionais, o diagndstico € realizado através do exame fisico
geral e dermatoneuroldgico do paciente. E importante diagnosticar as reacdes
precocemente visando iniciar de imediato o tratamento e assim, prevenir
incapacidades (BRASIL, 2010).

E indispenséavel a avaliagdo da funcdo neural e o grau de incapacidade no
momento do diagnéstico da hanseniase e de suas reacdes (BRASIL, 2011). Nos
exames neuroldgicos de rotina e na vigéncia de neurites, 0s nervos periféricos que
devem ser avaliados sdo o mediano, ulnar, cutdneo radial, radial, cervical,
supraorbicular, auricular, tibial posterior. Estes podem apresentar como sintomas
mais comuns o fibrosamento, dor espontdnea ou ao toque, exarcebacdo da

sensibilidade local e/ou territorial, evolugéo para o comprometimento sensitivo-motor



e perda da funcdo, podendo haver paralisia subita (SOUZA, 1997; WEN, WANG,
2012).

1.6 Tratamento

Como tratamento da hanseniase, em 1981, a OMS recomendou a
poliquimioteriapia (PQT) ou multidrogaterapia regular (MDT-R). Com a introducao
deste esquema, foi proposto o uso de varias drogas com o objetivo de evitar o
surgimento de resisténcia do M. leprae a dapsona (MOSCHELA, 2004). Foi mantida
a rifampicina, droga fortemente bactericida, em todos os regimes terapéuticos,
mesmo sendo tomada uma vez por més, e duas drogas consideradas
bacteriostaticas : dapsona e clofazimina (ORSINI, 2008).

O tratamento da hanseniase é realizado em carater ambulatorial. Para
criancas, a dose dos medicamentos do esquema padrao € ajustada de acordo com o
peso e a idade. No caso de pessoas com intolerancia a um dos medicamentos do
esquema padrao, séo indicados esquemas alternativos (BRASIL, 2002).

Nos casos PB é realizada a dose supervisionada de rifampicina 600mg
mensal, dapsona 100mg também supervisionada e em dose de 100mg diaria
autoadministrada. O tratamento consiste de seis doses supervisionadas em um
periodo de até nove meses.

Diante dos casos de hanseniase MB ¢é feita a dose mensal
supervisionada de rifampicina 600mg e dapsona 100mg sob supervisédo e uma dose
diaria de 100mg autoadministrada. Também ¢é realizada uma dose supervisionada
mensal de clofazimina e 50mg autoadministrada diariamente. O tratamento conclui-
se com 12 doses supervisionadas no prazo de 18 meses. Na ultima dose, os
pacientes sdo submetidos ao exame dermatolégico, avaliacdo neuroldgica e o grau
de incapacidades fisicas.

A OMS tem explorado as possiveis formas de introduzir um esquema
terapéutico uniforme curto para todos os pacientes de hanseniase, chamado
Multidrogaterapia Uniforme, MDT-U, substituindo a atual MDT-R. O esquema
uniforme simplificaria e reduziria pela metade a duragdo do tratamento para 0s
pacientes MB de forma a melhorar a adesdo a terapia e os efeitos adversos
relacionados aos farmacos utilizados. (BENERJEE, 1997; GONCALVEZ, 2010).




Ha evidéncias de que houve acdo bactericida do MDT sobre M. leprae em
ratos, reduzindo- 99,9% a viabilidade do bacilo apds quatro semanas de tratamento
(BENERJEE, 1997).

O Ministério da Saude vem desenvolvendo um estudo que visa avaliar a
efetividade da MDT-U em alguns centros de referéncia em dermatologia no Brasil e
o Centro de Dermatologia Dona Libania (CDerm) esta inserido nesse estudo.

Os pacientes que procuram o servico de dermatologia do CDerm e tém
diagnéstico confirmado de hanseniase séo convidados a participar do estudo MDT-U
e sdo acompanhados desde o inicio do tratamento até cinco anos apoés a alta. No
sexto més de MDT o paciente é enquadrado de forma aleatéria em um dos grupos
que fara o tratamento: convencional (12 meses) ou o0 experimental (6 meses).

Durante a terapia, o paciente € acompanhado mensalmente e apos a alta
medicamentosa, anualmente. Ele €& orientado sobre os efeitos adversos dos
farmacos, os sintomas da doenca e das formas reacionais. Se houver suspeita de
reacdo hansénica em qualquer periodo do acompanhamento o paciente pode
retornar ao CDerm para avaliacdo do problema, pedido de exames e instituicdo da

terapia adequada.

1.7 Tratamento das formas hansénicas

O tratamento das reacdes é destinados controlar a inflamacdo aguda,
aliviar a dor e reduzir danos aos nervos (PINHEIRO, 2011).

No tratamento das reacdes tipo 1 ou reacdes reversas sao utilizados
analgésicos ou antiinflamatérios ndo hormonais (AINES) quando o quadro clinico for
discreto e sem neurites (PRASAD, et al, 2010). Os pacientes com neurites, placas
reacionais extensas sobre trajeto nervoso e apresentando risco de ulceracdo devem
receber prednisona na dose de 1 a 2mg/kg/dia até a regressédo do quadro (WALKER
et al, 2011). O uso da talidomida € uma alternativa a terapia com esterodides
proporcionando melhor controle a longo prazo e evitando efeitos adversos da terapia
com esterdides (PRASAD, et al, 2010).

A imobilizagdo do membro afetado pela neurite, fisioterapia e
intervengdes cirurgicas nos casos de neurites refratarias aos corticéides também séo
medidas complementares (BRASIL, 2010; ARAUJO, 2003).




Na reacdo tipo 2 ou ENH é utllizada a talidomida. Embora apresente
muita eficacia, tem efeito teratogénico quando tomada no inicio da gravidez, ficando
proibida sua utilizacdo em muitos paises (MATOS, 2007).

A talidomida € considerada a droga de escolha na dose de 100 a
400mg/kg/dia (BRASIL, 2010). Alguns dos mecanismos descritos da talidomida
envolvem a diminuicdo da producdo de TNF-qa, IL-1p e IL-6 (PINHEIRO, 2011). A
clofazimina, pela sua acdo anti-inflamatoria é atii como droga alternativa a
talidomida, no ENH em associacao aos corticosteroides (GONCALVES, 2010).

1.8 Imunologia

A resposta imunolégica da hanseniase é dividida esquematicamente em
atividade imunoldgica mediada por células e humoral (BRIGHTBILL, 1999).
Experimentalmente, as formas polares da doenca estdo de acordo com a resposta
que cada individuo desenvolve diante do M. leprae (MODLIN, 2010). As
apresentacdes clinicas variam de resposta imunologica mediada por células ao M.
leprae, com padréo Thl no polo tuberculdide, a uma auséncia de resposta celular
especifica ao bacilo no polo lepromatoso, predominando a resposta Th2 e
exacerbacéo da resposta humoral (ANDERSSON, 2005; SARNO, 1991).

A capacidade do hospedeiro reconhecer patégenos é uma caracteristica
da imunidade inata e € mediada por receptores de reconhecimento de padrées que
identificam varias classes moleculares de micobactérias (MENDONCA, 2008; KANG,
et al, 2004). Um exemplo desse tipo de receptores é o receptor toll like (TRL),
fundamental para reconhecimento dos patdgenos pelos macréfagos e células
dendriticas (KRUTGIK, 2005; BRIGHTBILL, 1999). No caso do M. leprae, ocorre
principalmente através do heterodimero TLR2-TLR1 e leva a diferenciacdo de
monaocitos e células dendriticas. Estas Ultimas apresentam o antigeno e causam a
ativacdo de células T virgens através da secrecao de IL-12, citocina pro-inflamatoria
(WALKER, 2006).

Os homodimeros TLR2 e TLR4 parecem ser importantes para o
reconhecimento de micobactérias (MENDONCA, 2008). Nas lesdes localizadas de

pacientes hansénicos com a forma TT, os TLR1 e TLR2 estdo expressos mais



fortemente quando comparados as lesBes disseminadas dos pacientes VV
(MODLIN, 2010).

No local da infeccéo, as células dendriticas (DCs) séo as primeiras células
a capturarem o M. leprae. S&o produzidas IL-10 e IL-12, fundamentais no
direcionamento da resposta Thl ou Th2 contra o bacilo (MIRA et al, 2004). As DCs
séo caracterizadas por uma elevada capacidade de captura de antigeno, porém com
baixa ativacéo sobre células T (BARKER, 2006).

A hanseniase apresenta um espectro clinico correlacionado ao tipo de
resposta imunitaria ao patégeno. Na forma TT, os doentes apresentam relativa
resisténcia ao patdgeno, a infeccdo é localizada e as lesGes sdo caracterizadas pela
expressao de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y), resultando em uma resposta imunoldgica
mediada por célula (MODLIN, 2010; MARTINS, 2012). No polo oposto, 0s
hansénicos com a forma LL apresentam susceptibilidade ao M. leprae, a infec¢éo é
disseminada e as lesdes caracterizam-se pela expressédo de citocinas Th2 (IL-4),
resposta humoral (STEFANI, 2009; KRUTGIK, 2005). Nesta forma da hanseniase,
as lesbes sdo caracterizadas por células T CD4" reduzidas e células T CD8"
numerosas (MISCH, 2008).

Tem sido observado que pacientes com hanseniase na forma
lepromatosa e dimorfa-lepromatosa cursam, em sua evolugdo, com elevadas
concentracbes de anticorpos no soro, sobretudo anticorpos especificos contra M.
leprae, como o anti-PGL1, associado com a depressao da imunidade celular (FOSS,
1997).

O glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) € um componente da parede celular
exclusivo do M. leprae (SILVA, et al, 2009). Constitui cerca de 2% da massa total
bacteriana. Pode ser encontrado em tecidos, no sangue circulante e na urina de
doentes multibacilares (FOSS, 1997). Testes soroldgicos baseados na deteccdo de
anticorpos IgM contra PGL-1 tém sido usados como possibilidade de estudo do
comportamento epidemioldgico da hanseniase ( MOURA, et al, 2008).

1.9 Linfécitos




Linfocitos sdo células agranuldcitas encontradas no sangue, no tecido
linféide e, virtualmente, em todos os 6rgaos. Expressam receptores para antigenos e
medeiam respostas imunes. Dentre os linfécitos incluem-se as células T, B e natural
Killer (NK) (ABBAS, et al, 2012). Os linfécitos T sdo responsaveis, principalmente,
pelo auxilio do sistema imunitario e resposta imunoldgica celular (ANTAS, et al,
2004). O linfocito B é responsavel pela resposta imune humoral, e os NKs pela
resposta imunitaria inespecifica, reconhecendo e lisando células infectadas por
virus, bactérias e protozoarios, assim como células tumorais (CRUVINEL, et al,
2010). O linfocitos T e B produzem respostas imunitarias especificas, pois ambos
sdo estimuladas a partir de epitopos de antigenos especificos (ROITT, et al., 2001;
CRUVINEL, et al, 2010).

No combate a infeccdo, as células T migram de seu local de ativacéo para
o local da doenca, normalmente tecidos periféricos. O antigeno linfocitario cutaneo
(CLA) € um receptor homing expresso em células T que infiltram em locais de
inflamacdo na pele. Supde-se que o CLA pode ter papel na migracdo dos
subconjuntos de células T em lesBes da hanseniase (SIELING, et al, 1999).

O receptor que reconhece o complexo peptideo MHC é chamado de
receptor de células T (TCR). Este receptor é distribuido em clones de células T que
apresentam diferentes especificidades, expressando distintos TCRs. Os sinais
bioquimicos que sédo gerados nas células T pelo reconhecimento do antigeno séo
transduzidos por proteinas invariaveis chamadas CD3, que sao ligadas, de forma
nao covalente, ao receptor do antigeno para formar o complexo TCR (ABBAS et al,
2012).

Os linfocitos T citotoxicos (CD8") reconhecem peptideos ligados a
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe | presente na
maioria das ceélulas nucleadas. Esses linfocitos tém como principal mecanismo
atacar as células infectadas e induzir a apoptose através da liberagdo de granzimas
e perforinas ou pela inducdo da expressdo de receptores de morte (LEE, et al,
2003). Além disso, as células T CD8" secretam citocinas como o interferon gama
(IFN-y) e o fator de necrose tumoral (TNF), os quais aumentam a apresentacéo de
antigenos e podem mediar efeitos anti-patdégenos, interferindo tanto na replicacao
bacteriana quanto na viral (ANTAS, et al, 2004).

As células T helper (CD4") reconhecem peptideos ligados ao MHC classe

Il nas células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como células dendriticas



(DCs), macréfagos e células B (LEE, et al, 2003; MUKAI, et al, 2009). Esses
linfocitos T CD4" sdo especializados em enviar sinais, através de citocinas e
interacOes celulares, a outras células do sistema imunologico, como macroéfagos,
células B e células T CD8" (SCHEPERS; ARENS; SCHUMACHER, 2005).

As células NK sao definidas pela sua expressdo de CD56 e auséncia de
expressdo de CD3 (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001). Desempenham um
papel importante na resposta imunolégica contra tumores, virus, bactérias e
parasitas intracelulares (RAMOTHEA, et al, 2005). Com o advento dos anticorpos
monoclonais para marcadores especificos de células NK, reconheceu-se que
populacdes NK poderiam ser identificadas com base em sua densidade de CD56 na
superficie celular (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001).

Quando as NKs sdo ativadas, lisam células infectadas e tumorais,
secretam citocinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-2 e INF-y. A citélise mediada por NKs
ocorrem pela acéo das perforinas e granzimas, desencadeando morte por apoptose
(CRUVINEL, et al, 2010).

As células NK humanas tém sido definidas com base na expressédo de
CD16 e CD56. Suas duas principais populacdes foram identificadas como
subpopulacdo de células CD16 9" CD56%™ que compdem 90% da populacéo total
e uma pequena populacdo de CD167%™ CD56""9" compreende cerca de 10% da
populacdo total (RAMOTHEA, et al, 2005). Células NK do sangue periférico foram
caracterizadas por apresentarem papéis distintos. A maioria destas células
apresentam fraca expressdo de CD56 (CD56%™) e forte expressdo de CD16
(CD16"9™). O subconjunto de NK CD56”9" (presentes nos ganglios linfaticos),
expressa receptores de IL-2 e produz citocinas imunorreguladoras (FERLAZZO et al.
2004). Cerca de 10% das células NK sdo CD56""" CD16%™, ou seja, apresentam
forte expressdo de CD56 e fraca expressao de CD16. (RAMOTHEA, et al, 2005). As
células NK CD16""9" representam o subconjunto mais citotdxico por apresentarem o
poder de lisar células alvo na auséncia de estimulo prévio e sem a necessidade de
reconhecimento de anticorpos (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001;
FEHNIGER et al, 2003).

Leucécitos de regulagdo como CD4'CD25", DCs e células NKT
invariantes (iINKT) podem desempenhar um papel importante no controle e
erradicacado do M. leprae. Células CD1d-restritos sdo um subconjunto de iNKT que

expressam um receptor TCR de cadeia a (Va24-Jal10) em seres humanos. Células



iNKTs sdo CD4" e estdo associadas com a producdo predominante de citocinas
Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 (IM, et al, 2008)

A maturacao dos linfécitos T helper ocorre na zona T dos linfonodos. Na
zona folicular desses linfonodos, os linfécitos B capturam antigenos através de
receptores de células B, os quais sdo ativados e internalizados. Dai h4d o
processamento e apresentacdo de peptideos ao MHC classe Il (MCHEYZER-
WILLIAMS, 2005). A maioria dos linfécitos B expressa as proteinas de classe Il do
MHC, importantes na cooperacédo célula T — célula B. Os marcadores de superficie
CD19, CD20 e CD22 sdo os mais usados para identificar linhagem de células B
(FISCHER; SCROFERNEKER, 2007).

llhan et al, 2007, observaram aumento significativo de linfécitos Bl
CD19°CD5 e CD19'CD5 em pacientes com hanseniase virchowiana, quando

comparados a individuos normais.

1.10 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permite analisar diferentes
populacées celulares através da caracterizacdo de varios parametros como
tamanho, granulosidade e presenca de antigenos especificos. Ela é capaz de
identificar tanto antigenos de superficie como citoplasmaticos, avaliar a quantidade
e qualidade do DNA e realizar avaliacéo funcional (OWENS et al., 2000) .

Uma das principais aplicacdes da citometria de fluxo €é a
imunofenotipagem, que é a identificacdo e quantificacdo de antigenos celulares
através de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos. Essa técnica pode
ser feita em células sanguineas, medulares ou tumorais (FAILACE, 2003) além de
células teciduais em suspenséao (DATH et al., 2011).

A imunofenotipagem de linfécitos por citometria de fluxo vem sendo
realizada para diagndéstico, acompanhamento clinico e melhor entendimento sobre o
comportamento imunolégico de iniumeras doencas como a SIDA (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) (AUTISSIER et al., 2010; WEBSTER; JOHNSON,
2005), leucemia mieloide aguda (SCHWONZEN et al, 2007), linfoma
angioimunoblastico de células T (LEE; LIN; CHUANG, 2003), sindrome



mielodisplasica (KERN, 2010) e até mesmo em hematologia veterinaria (NAKAGE et
al., 2005).

A identificacdo é possivel através da ligacdo das células de interesse com
anticorpos ligados a diferentes fluorocromos que, apds a excitagcao por laser, emitem
fétons que séo detectados e transmitidos ao computador de forma que as células
ficam agrupadas de acordo com a granulosidade, o tamanho e os antigenos ligados.
A habilidade de medir multiplos parametros € limitada pelo numero de fluorocromos
gue sao utilizados simultaneamente (BAUMGARTH; ROEDERER, 2000).

Poucos estudos avaliaram subpopulac¢des linfocitarias em hanseniase.
Recentemente, Solon, 2012, utilizando citometria de fluxo, descreveu subpopulacdes
linfocitarias em sangue periférico de pacientes com hanseniase e com formas
reacionais desta doenca. Foi observada uma reducédo na populacédo de células NK
(CD3'CD16CD56") na hanseniase, antes de qualquer intervencéo terapéutica. Apos
o tratamento da hanseniase, houve uma recuperacdo na contagem desta populacdo
celular, enquanto as outras subpopulagdes: linfocitos T totais (CD3%), T auxiliares
(CD4"), T citotoxicos (CD8"), T (CD4°CD8"), B (CD19"), e NKT (CD3"CD16°CD56")
mantiveram-se inalteradas. No entanto, até o presente momento ndao ha estudos que

avaliem essas células em pacientes com hanseniase e individuos saudaveis.




2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo Geral:

Comparar a quantidade de leucocitos e subpopulacdes linfocitarias em
sangue periférico de individuos com hanseniase virgem de tratamento e controles

saudaveis.

2.2 Objetivos Especificos:

e Quantificar leucécitos e subpopulacées de linfocitos T totais (CD3™), T
auxiliares (CD3'CD4"), T citotoxicos (CD3'CD8"), B (CD19") e NK (CD3
CD16'CD56") em sangue periférico de individuos com hanseniase e controles
saudaveis.

e Comparar os leucécitos e as subpopulacdes de linfocitos T totais
(CD3"), T auxiliares (CD3"CD4"), T citotdxicos (CD3'CD8"), B (CD19") e NK (CD3"
CD16°CD56%) em sangue periférico de individuos com hanseniase e controles
saudaveis.

e Comparar os leucécitos e as subpopulagbes de linfocitos T totais
(CD3"), T auxiliares (CD3'CD4"), T citotdxicos (CD3'CD8"), B (CD19") e NK (CD3"
CD16"CD56") em sangue periférico de individuos com hanseniase de acordo com a

forma clinica.



3. MATERIAL E METODOS



E um estudo do tipo caso controle de carater observacional, realizado a
partir da analise do sangue periférico de individuos com diagndéstico de hanseniase,

sem tratamento prévio e individuos saudaveis.

3.1 Identificacdo dos casos

3.1.1 Critérios de inclusao

¢ Diagnoéstico de hanseniase segundo avaliacao clinica e laboratorial por
especialista em unidade de referéncia em tratamento de hanseniase;

¢ Idade maior que 18 anos.

3.1.2 Critérios de exclusao

e Forma clinica neural pura;

e Tratamento anterior de hanseniase ha menos de 5 anos;

e Associacdo com outras doencas graves (HIV/AIDS, tuberculose,
malaria, leishmaniose tegumentar, calazar, doencas mieloproliferativas e
linfoproliferativas ou uso de imunossupressores);

¢ Dificuldades por parte do paciente de compreender e cooperar com 0S
procedimentos do estudo.

3.2 Identificacdo dos controles
Para a formacgdo do grupo controle foram selecionados 29 individuos de

forma aleatdria, que fossem saudaveis, tendo sido avaliados para varias doencas e

infec¢des cronicas.

3.3 Aspectos Eticos



O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa do Centro de
dermatologia D. Libania e aprovado sob o numero 011/07 (Anexo).

3.4Coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes

As coletas foram realizadas no CDerm entre os meses de janeiro e junho
de 2011 nos dias que os pacientes tinham consultas médicas de acompanhamento
da hanseniase.

As amostras de sangue venoso de cada paciente foram colhidas em dois
tubos BD Vacutainer® com anticoagulante EDTA. Um tubo foi utilizado para a
realizacdo do hemograma no préprio CDerm e o outro foi armazenado em
temperatura ambiente (20-25 °C) e processado em até 24 horas apos coleta no
Laboratorio de Imunofenotipagem da Faculdade de Medicina da UFC, onde era feita

a citometria de fluxo.

3.4.1 Hemograma

O hemograma era realizado no dia da coleta utilizando o aparelho
Mindray BC-5380 (Hamburgo, Alemanha) do qual foram coletados os dados

referentes ao eritrograma, plaquetograma e leucograma.

3.5 Identificacdo de subpopula¢des linfocitarias de sangue periférico por

citometria de fluxo
3.5.1 Aquisicao

As amostras que chegavam ao Laboratério de Imunofenotipagem da
Faculdade de Medicina da UFC foram numeradas para identificacéo e realizacao da
citometria de fluxo.

Para cada amostra foram identificados dois tubos (1 e 2) em que se

adicionavam 10 puL de cada combinacdo de anticorpos monoclonais adequados. A



analise das células T era feita com o Multiset 1 (CD3/CD8/CD45/CD4) e a de células
B e NK com o Multiset 2 (CD3/CD16CD56/CD45/CD19), ambos reagentes da Becton
Dickinson (San Jose, CA, USA). Os anticorpos monoclonais foram conjugados com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5) ou
Aloficocianina (APC), respectivamente.

Em seguidas foram adicionados 50uL de sangue em cada tubo e
homogeneizado no voértex. Os tubos foram incubados por quinze minutos em
temperatura ambiente no escuro. Para a lise das hemécias foram acrescentados
450mL da solucéo de lise FACS lysing solution (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) em cada tubo e homogeneizados novamente no vértex, incubados por quinze
minutos em temperatura ambiente no escuro.

Apos a preparacdo, o material foi imediatamente analisado em citbmetro
de fluxo BD FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Foram adquiridos
10.000 eventos na gating de linfécitos para cada tubo.

3.5.2 Estratégia de Gating

A estratégia de gating partiu da identificacdo dos linfécitos totais do
sangue periférico, por meio da determinacédo da regido em que héa forte expressao
do CD45" e baixa complexidade interna (side scatter-SSC) (Figura 1, item a). Em
seguida, as subpopulacfes de linfocitos T foram distinguidas, tomando por base a
combinacdo de expressdo dos antigenos CD3*/CD4" (linfocitos T auxiliares) e
CD3*/CD8" (linfécitos T citotoxicos) (Figura 1, itens b; c¢). Os linfocitos T foram
determinados pela expressao positiva de CD3 (Figura 1, item d).A populacdo NK
(natural killer) foi determinada pela combinacdo de expressédo dos antigenos CD3"
/CD16°CD56" (Figura 2, item b). Os linfocitos B foram determinados pela expressdo
positiva de CD19 (Figura 2, item c).

A formula utilizada para o célculo do valor absoluto das subpopulacdes
linfocitarias foi:

N° células/mm?® = N° de leucécitos (mm?)x (% linfdcitos) x (%CD)

100 100

em que N° leucdcitos e % linfocitos foram retirados do hemograma e CD

(subpopulacao de linfécitos especifica) foi obtida do resultado da citometria.



FIGURA 1 - Estratégia de gating para determinagcéo das subpopulac¢ées linfocitarias:
linfécitos T totais, T citotdxicos e T auxiliares.
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Fonte: Arquivos do Laboratério de Imunofenotipagem da UFC

a) Selecdo de gate contendo apenas linfdcitos b) linfocitos T auxiliares (CD3*/CD4"),
c) linfécitos T citotdxicos (CD3*/CD8"), d) linfocitos T totais (CD3").



FIGURA 2 - Estratégia de gating para determinacdo de subpopulagées linfocitarias
NK e B.

a)

550 -Height
600 800 1000
i i ’

400
L

200
L

LINFOCITOS

0

T :
10 10! 102
CD45 PercP

b) 0)

104
104

10°
1

CD6456PE
10¢

101
1

10° 10! '

102
COME+5EPE

102
CD3FMC

Fonte: Arquivos do Laboratério de Imunofenotipagem da UFC.
a) Selecdo de gate contendo apenas linfocitos b) NK (CD3/CD16°CD56%) e c)
linfocitos B (CD19%).

3.6 Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa GraphPad
Prism 5.0 para Windows. Para verificar se os dados (valores) obtidos tinham uma
distribuicdo normal foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Os valores foram
apresentados com meédia e desvio padrdo. Para verificar se havia uma diferenca
entre os dados (valores) de cada tipo celular, entre os grupos de pacientes e

controles, foi utilizado o teste t de Student, considerando p < 0,05.



4. RESULTADOS



4.1 Caracterizacdo da amostra

A populacdo de pacientes com hanseniase, sem tratamento prévio para
esta doenca, foi composta de 15 pessoas, das quais 07 (46,6%) sdo do género
masculino e 08 (53,3%) sdo do feminino (Gréfico 1). A idade variou de 25 a 59 anos.
Quanto a faixa etaria, trés pacientes, (20%), possuiam idade entre 25 e 34 anos, 06
(40%) pacientes entre 35 e 49 anos e 06 pacientes (40%), apresentavam idade
entre 50 e 69 anos (Gréfico 2).

A populagdo de controles saudaveis foi composta por 29 pessoas, das
quais 20 (69%) sdo do sexo feminino e 09 (31%) do sexo masculino (Gréafico 1)
Quanto a faixa etaria, 01 pessoa (3,45%) com menos de 25 anos de idade, 07
pessoas,(24,14%), possuiam idade entre 25 a 34 anos, 12 pessoas (41,38%)
apresentavam idade entre 35 e 49 anos, 08 pessoas (27,58%), de 50 a 69 anos e 01

pessoa (3,45%) possuia idade maior que 70 anos (Gréfico 2).

Gréfico 1 - Género dos pacientes com hanseniase e controles saudaveis.
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Fonte: Elaborado pela autora.



Grafico 2 - Faixa etaria dos pacientes com hanseniase e controles
saudaveis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Comparacao de leucocitos e subpopulagdes linfocitarias de grupos de
pacientes com hanseniase e controles saudéaveis

As médias das contagens de leucécitos e subpopulagbes linfocitarias
estdo descritas na Tabela 1, bem como o desvio-padrdo, o nimero maximo e

minimo de células por mm?® e o nivel de significancia.



Tabela 1: Distribuicdo de pacientes segundo o numero de leucdcitos e
subpopulacdes linfocitarias, em pessoas com hanseniase e controles saudaveis.

Casos Controles

Média £ Desvio-Padréao Média + Desvio-Padréo P

Leucécitos/Linfocitos Méximo e Minimo Maximo e Minimo

cél/mm?
6207 + 455,2 (n=15) 6583 + 344,6 (n=29) Ns
Leucocitos Var. 3700 — 9170 Var. 3800 — 12700
Linfocitos T (CD3") 1303 + 121,7 (n=15) 1300 + 69,85 (n=29) Ns
Var. 544 — 2053 Var. 631 — 1987
Linfécitos T (CD4") 785,6 + 73,95 (n=15) 727,6 + 51,4 (n=28) Ns
Var. 410,8 — 1309 Var. 267,0 — 1228
Linfocitos T (CD8") 418 + 55,32 (n=15) 410,5 + 3,38 (n=29) Ns
Var. 120 — 866,2
Var. 146 — 926
Linfocitos NK (CD3" 147,5 + 29,28 (n=15) 378,1 + 43,03 (n=29) P = 0,0008
CD16'CD56) Var. 14,62 — 463 Var. 104 — 1126
Linfocitos B (CD19") 233,3 + 22,18 (n=15) 115,3 + 9843 (n=29) P < 0,0001

Var. 24 — 202
Var. 138 -419

Fonte: Elaborada pela autora.

As médias das contagens de leucécitos no grupo de pacientes com
hanseniase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?, foram, 6207 [3700 —
9170] e 6583 [3800 — 12700], respectivamente. O desvio-padréo de pacientes com
hanseniase e controles saudaveis foi de + 1763 e + 1856, respectivamente, p =
0,5214. (Figura 3, item a; Tabela 1).

As médias das contagens de linfécitos T totais (CD3") no grupo de
pacientes com hanseniase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?, foram,
1303 [544 — 2053] e 1300 [631 — 1987], respectivamente. O desvio-padrdo de
pacientes com hanseniase e controles saudaveis foi de = 1303 e = 1300,

respectivamente, p = 0,9850. (Figura 3, item b; Tabela 1).



As médias das contagens de linfocitos T (CD4") no grupo de pacientes
com hanseniase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?®, foram, 785,6
[410,8 —1309] e 727,6 [267 — 1228], respectivamente. O desvio-padrédo de pacientes
com hanseniase e controles saudaveis foi de + 286,4 e £ 272, respectivamente, p =
0,517. (Figura 3, item c; Tabela 1).

As médias das contagens de linfocitos T (CD8") no grupo de pacientes
com hansenfase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?®, foram, 418,1
[120 — 866,2] e 410,5 [146 — 926], respectivamente. O desvio-padrdo de pacientes
com hanseniase e controles saudaveis foi de + 214,2 e + 169, respectivamente, p =
0,8987. (Figura 3, item d; Tabela 1).

As médias das contagens de linfocitos NK (CD3'CD16"CD56") no grupo
de pacientes com hansenfase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?,
foram, 147 [14,62 — 463] e 378,1 [104 — 1123], respectivamente. O desvio-padréo de
pacientes com hanseniase e controles saudaveis foi de + 1134 e = 231,7,
respectivamente, p = 0,0008. (Figura 3, item e; Tabela 1).

As médias das contagens de linfécitos B (CD19%) no grupo de pacientes
com hansenfase e nos controles saudaveis, dadas em células/mm?®, foram, 233,3
[138 — 419] e 115,3 [24 — 202], respectivamente. O desvio-padréo de pacientes com
hanseniase e controles saudaveis foi de + 85,89 e + 53,01, respectivamente, p <
0,0001. (Figura 3, item f; Tabela 1).
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Fonte: Elaborada pela autora.

a) leucécitos, b) linfécitos T totais (CD3+), ¢) linfécitos T (CD4+), d) linfécitos T
(CD8+), e) linfocitos NK (CD3-CD16+CD56+) e f) linfécitos B (CD19+) em pacientes
com hanseniase e controles saudaveis.

B = pacientes com hanseniase
A = controles saudaveis

D = doentes

S = saudaveis




Figura 3 - Média dos valores da contagem de grupos de leucdcitos e
subpopulacdes linfocitarias de pacientes com hanseniase e controles saudaveis

A classificacdo clinica utilizada foi a de Ridley-Jopling. Quanto a forma
clinica, ndo houve nenhum paciente classificado como TT. O numero maior de
individuos foi classificado com a forma clinica BT com 07 (46,66%), depois a BB com
04 (26,67%), a VV com 03 (20%) e a BV com 01 (6,67%) (Grafico 3).

Gréfico 3 — Forma clinica do grupo de pacientes com hanseniase.
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DISCUSSAO



A hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa cronica que desencadeia
amplo espectro de resposta imunolégica em humanos. Caracteriza-se por
apresentar formas clinicas, patoldgicas e imunolégicas contrastantes. O seu estudo
imunopatoldgico € fundamental na compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos
de desenvolvimento da doenca. Considerando que no ano de 2012, no estado do
Ceara, foram diagnosticados 2.066 casos novos de hanseniase € importante que
este tema seja discutido pela comunidade cientifica.

No desenvolvimento da imunidade contra o M. leprae, os linfécitos tém
papel fundamental e sdo representados por diversas subpopulacdes celulares
(MODLIN et al.,1988).

Este estudo buscou quantificar leucécitos e subpopulacdes linfocitarias
envolvidas no processo imunoldgico da hanseniase, em sangue periférico de
individuos doentes e controles saudaveis a fim de auxiliar no diagnéstico e melhorar
0 acompanhamento desses pacientes. A comparacdo entre 0s grupos de pacientes
e controles saudaveis evidenciou diferenca estatistica em relacdo aos linfocitos NK
CD3'CD16°CD56" (p=0,0008) e linfocitos B CD19" (p<0,0001). O linfécito B &
responsavel pela resposta imune humoral, e os NKs pela resposta imunitaria
inespecifica, reconhecendo e lisando células infectadas por virus, bactérias e
protozoarios, assim como células tumorais (CRUVINEL, et al, 2010). No contexto da
infeccdo pelo M. leprae, espera-se que células NK atuem na resposta inata e inicial
contra a bactéria, enquanto os linfécitos B atuem, sobretudo, na producdo de
anticorpos, mas também como células apresentadoras de antigenos. Os linfocitos
NK CD3'CD16°CD56" estavam diminuidos nos grupos de pacientes com hanseniase
(14,62 - 463 células/mm?) quando comparados aos controles saudaveis (104 - 1123
células/mm?). De forma contraria, os linfécitos B CD19" estavam aumentados no
grupo de pacientes com hanseniase (138 — 419 células/mm?®) quando comparados
com os controles saudaveis (24 — 202 células/mm?).

Um estudo realizado na cidade de Fortaleza em 2012 por Solon revelou
uma reducdo na populacdo de células NK em pacientes com hanseniase, antes do
inicio do tratamento especifico. A comparacdo foi realizada com pacientes com
hanseniase apo0s o tratamento especifico e foi observado que esta reducdo era
revertida apds o final do tratamento da doencga. No estudo de Solon foi descrita
concentracdo de células NK de 142,0 cel/mm3 nos pacientes virgens de tratamento.

No presente estudo foi encontrada concentracdo de 147,0 cel/mms3. Dessa forma,



corrobora-se o achado de reducdo na populacdo de células NK e adiciona-se a
comparacao com os niveis encontrados nos individuos saudaveis (378 cel/mm3).

Os linfocitos NK participam da imunidade inata, influenciando a resposta
imunoldgica adaptativa e a imunorregulacdo (POLI et al., 2009). A funcdo das
células NK em pacientes com hanseniase nao estd bem estabelecida. Um dos
primeiros estudos realizados sobre a atividade destas células na hanseniase
mostrou que nao houve diferenca na atividade das células NK de individuos com
hanseniase virchowiana ou com as formas dimorfas, comparados aos individuos
saudaveis, porém mostrou atividade reduzida dos linfécitos NK em pacientes com
forma lepromatosa e com eritema nodoso hansénico (HUMPHRES,; GELBER,;
KRAHENBUHL, 1982). Estudos posteriores mostraram células NK com baixa
atividade em pacientes com hanseniase virchowiana nao tratados e néo reacionais,
guando comparados aos controles normais. Pacientes com reacfes reversas
mostraram atividade normal dessas células, quando foram comparados com a
forma boderline tuberculoide (BT) (CONVERSE; BJUNE, 1986). Chiplunkar et al.
(1990) demonstram que as células NK de pacientes com a forma virchowiana nao
tratados e tratados com multidrogaterapia (MDT) foram menos eficazes em
promover a citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), em comparacao
com pacientes com a forma tuberculoide ou controles saudaveis. As células NK
promovem a depuragdo dos bacilos de M. leprae via citotoxicidade contra
macrofagos e células de Schwann infectados. Esta acdo pode ser incrementada
pela injecdo intra-lesional de IL-2 (CHIPLUNKAR et al., 1990; KAPLAN et al., 1989;
STEINHOFF et al., 1991). Este conjunto de dados permite considerar que as
contagens reduzidas de células NK encontradas nos pacientes com hanseniase
poderiam representar uma migracado desta populacdo de células para os sitios de
lesdo na tentativa de promover protecdo contra o bacilo. A possibilidade de
imunodeficiéncia especificamente na populacdo de células NK é considerada mais
remota, pois estes individuos com hanseniase experimentam uma recuperacao das
contagens de células NK apds o tratamento especifico da doenca.

As células NK tem capacidade de matar células—alvo especificas e
podem produzir citocinas do tipo Thl ou Th2. Para a geracdo da resposta Thl &
importante que as células NK produtoras de IFN-y migrem cedo para o sitio da
inflamacg&o, enquanto que o aumento da citotoxicidade de NK por IL-18 n&o
necessita da producéo de IL-12 endogeno, provavelmente porque os receptores de



IL-18 (IL-18R) séo expressos constitutivamente na superficie das NKs (HYODO et
al., 1999). Esta hipétese poderia ser testada a partir de imunoistoquimica tecidual
com marcacgdo para células CD56" e CD16" em bidpsias cutaneas dos pacientes
avaliados no estudo. Estas células foram estudadas em pacientes com hanseniase
e com formas reacionais, comparadas com aqueles sem forma reacionais, mas nao
foram descritas diferencas em seus niveis periféricos (Montezuma, 2011).

Em relacdo a analise de populacbes de células CD19", linfocitos B,, foi
observado aumento na populacéo destas células no sangue periférico dos pacientes
com hanseniase quando comparados aos individuos saudaveis. N&o foram
encontradas diferencas estatisticas significantes entre os grupos de linfécitos T
CD3", linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8".

Poucos estudos em literatura avaliaram células CD19* em hanseniase. De
forma especifica, em individuos com forma virchowiana de hanseniase foi observado
aumento percentual significativo de linfécitos B (CD19") e linfocitos B1 (CD19°CD5"),
respectivamente 15,08 + 4,83 e 4,92 + 3,57, quando comparados a individuos
normais, 12,14 + 2,10 e 1,10 £ 0,59. (ILHAN et al., 2007). Mendonca et al (2008b),
em comparagcdo do perfil fenotipico de pacientes com hanseniase e controles
saudaveis, ndo reproduziram este aumento no percentual de linfécitos B (CD3"
CD19%) descrito por llhan et al, 2007. A avaliacdo das formas clinicas paucibacilares
e multibacilares fica prejudicada no presente estudo devido ao niumero reduzido de
casos estudados e a frequéncia maior de casos paucibacilares (11) quando
comparados aos multibacilares (4). Vale salientar que esta classificagdo se pautou
na avaliacdo do indice baciloscépico e ndo na classificacdo operacional que é
utilizada apenas como auxiliar a pratica clinicas em unidades de saude.

E possivel que estes linfécitos B sofram ativacdo por epitopos de M.
leprae em resposta celular do tipo Th2, resultando em produgdo aumentada de
anticorpos como, por exemplo anti-PGL-1. Estes anticorpos nao tem papel definido
no diagnostico da hanseniase, mas talvez contribuam para a patogénese da doenca.
Em estudo anterior, realizado no estado do Cear4, foi descrita alta prevaléncia de
anticorpos IgM anti-PGL1 em contatos de pacientes com hanseniase, mas também
em individuos que ndo declaravam contato ou que residiam em municipios em que
nao havia casos documentados da doenca (Frota et al, 2010).

Os dados do presente estudo sinalizam que as células NK parecem
desempenhar papel de relevancia na resposta ao M. leprae. O linfécito B ja ocupa



papel de destague na resposta imunolégica ao M. leprae, sobretudo nas formas
lepromatosas e formas reacionais, e este estudo reforca a importancia desta célula.
E possivel que estudos posteriores com foco no papel de células NK possam

contribuir para melhor compreensao da resposta inata ao M. leprae.



6. CONCLUSOES



1. Nao houve diferencas entre as populacbes de leucécitos, células
CD3+, CD4+ e CD8+ quando comparou-se as populacbes de pacientes com
hanseniase e individuos saudaveis;

2. Observou-se reducdo na populacdo de linfécitos NK (CD3'CD16'CD56)
no grupo de pacientes com hanseniase quando comparado com o0s controles
saudaveis, 147 cel/mm3 [14,62 - 463] e 378,1 cel/mm3 [104 - 1123],
respectivamente, p = 0,0008.

3. Observou-se aumento na populacdo de linfécitos B (CD19%) no grupo
de pacientes com hanseniase quando comparado com os controles saudaveis 233,3
cel/mm3 [138 — 419] e 115,3 cel/mm? [24 — 202], respectivamente, p < 0,0001.
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APENDICES



APENDICE A — INFORMACOES DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES COM

HANSENIASE E CONTROLES SAUDAVEIS

IDENTIFICADOR SITUACAO IDADE GENERO

647 Casos 59 anos M

653 Casos 43 anos F

656 Casos 51 anos M

680 Casos 37 anos M

683 Casos 28 anos F

684 Casos 49 anos F

685 Casos 36 anos M

1 Controles 65 anos F

6 Controles 33 anos F

12 Controles 38 anos F

54 Controles 63 anos M

94 Controles 47 anos F

120 Controles 54 anos F

123 Controles 30 anos M

125 Controles 27 anos F

150 Controles 20 anos M

233 Controles 28 anos F

259 Controles 56 anos M

276 Controles 76 anos F

587 Controles 43 anos F

611 Controles 43 anos M

641 Controles 41 anos F




APENDICE B - CONTAGEM DA POPULACAO DE LEUCOCITOS E
LINFOCITOS DOS PACIENTES COM HANSENIASE E CONTROLES SAUDAVEIS

IDENTIFICADOR LEUCOCITOS CD3+/mm3 CD3+% CD4+/mm3 CD4+% CD8+ /mm3 CD8+% CD3CD16" CD3CD16" CD19+/mm3 CD19% FORI
CD56+/mm3 CD56+% CLIN

647 1655 77,78 1309 61,49 363 17,08 194 9,11 11,51 VA

653 3700 622 52,54 486 41,02 121 10,26 298 25,2 152 12,87 B’

656 4200 913 67,92 515 38,3 344 25,62 63 4,67 379 28,19 BE

680 5440 819,20 68,45 600 50,14 167,31 13,98 169,23 14,14 175 14,64 B\

683 8790 1009,06 79,17 557,36 43,73 429,91 33,73 118,92 9,33 160 12,59 B’

684 8580 2004,29 73 1013,13 37 645,22 24 113,94 4 247 9 B

685 9170 1571,29 72 1106,2 51 410,75 19 152,13 7 419 19 B

1 6500 1857 86,38 58,90 710 38,22 124 5,75 169 7,87

6 5200 1362 77,47 727 53,39 414 30,40 194 11,02 202 11,51

12 8600 1815 57,83 1205 66,36 422 23,24 1126 35,87 198 6,30

54 5700 631 57,13 399 63,20 146 23,16 418 37,80 56 5,07

94 8000 1216 68,67 786 64,64 354 29,14 451 25,48 104 5,85

120 5900 1174 73,86 616 52,51 514 43,82 361 22,70 55 3,44

123 4800 992 75,39 518 52,22 336 33,88 221 16,78 103 7,83

125 7800 1598 67,13 914 57,20 554 34,66 707 29,72 75 3,15

150 6300 1020 78,20 757 74,21 211 20,67 175 13,44 109 8,36

233 6700 1074 70,71 688 64,02 284 26,46 412 27,11 33 2,18

259 6500 1518 73,49 1030 67,86 375 24,68 452 21,88 96 4,63

276 3800 972 79,77 516 53,03 391 40,19 208 17,10 38 3,13

587 5700 1057 78,68 525 49,68 328 31,00 177 13,19 109 8,13

611 5400 1668 79,57 631 37,83 926 55,53 404 19,28 24 1,15

641 7400 1721 84,22 1148 66,74 476 27,68 238 11,64 85 4,14
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA )
CENTRO DE REFERENCIA NACIONAL EM DERMATOLOGIA SANITARIA DONA LIBANJA - CDERM

A DE PROJETO DE P
Registro do Projeto CEP/CDERM - 011/07

Titulo: Portadores de Hansenfase: Estudo Clinico - epidemiolégico da Hanseniase em Area
Endémica do Nordeste do Brasil

Pesquisador responsével: Ligia Regina Franco Sansigolo Kerr

Proposigio do (a) relator (a);

( x ) aprovagio

( ) aprovagdo com pendéncias

() ndo aprovagio

Data da primeira andlise pelo CEP/CDERM -~ 12/09/2007

Data do parecer final do projeto pelo CEP/CDERM: 12/09/2007

ARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n° 196/96, que regulamenta a matériz, o Comité
de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitiria Dona
Libdnia CDERM, em sua reunido realizada em 12/09/2007, decidiu APROVAR, de acordo
com o parecer do(a) Relator(a), o projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus
aspectos éticos.

Observagdes:
1. Declaramos que a Dra. Maria Araci Pontes, membro deste CEP, nio participou da

avaliagio do projeto em questdo, abstendo-se de votar, para evitar conflito de
interesses,

2. Of(s) pesquisador(es) deve{m) apresentar relatério final da pesquisa ao CEP/CDERM.

Fortaleza, 13 de setembro de 2007,

: damdion
Dra. Lucy Maria Landim Tavares
- Vice-Coordenadora do CEP/CDERM







