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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenga cronica granulomatosa com alta infectividade, porém baixa
patogenicidade, causada pelo Mycobacterium leprae. Este estudo teve como objetivo
descrever as subpopulagdes de linfocitos T totais (CD3"), T auxiliares (CD4"), T
citotoxicos (CDS"), T CD4'CD8", B (CD19"), Natural killers-NK (CD3  CD16" CD56") e
T Natural killers -NKT (CD3" CD16" CD56") em pacientes com formas reacionais de
hanseniase, compara-los com os que nao apresentaram formas reacionais de hanseniase e
diferenciar as alteracdes linfocitarias entre os pacientes com o reagdo tipo 1 e tipo 2.
Participaram do estudo 71 pacientes (47 homens), dos quais 37 pacientes apresentaram
formas reacionais de hanseniase (R+), sendo 3 antes do tratamento multidrogaterapia-
MDT (An), 9 durante a MDT (Du) e 25 ap6s a MDT (Ap). Os 34 pacientes restantes nao
apresentaram formas reacionais (R-), desses, 5 ainda ndo haviam iniciado a MDT (An), 8
estavam em tratamento MDT (Du) e 21 ja haviam terminado a MDT (Ap). Foi utilizada
citometria de fluxo para a quantificagdo dos linfocitos e o programa Graph Pad Prisma 4.0
para as analises estatisticas. Nao foram observadas diferengas significativas nos linfocitos
na comparacdo entre os grupos de pacientes com e sem reac¢do, porém foi encontrada
reducdo das células NK no subgrupo R+/Ap, quando comparado ao R-/Ap (p= 0,0228) ¢
nos linfocitos NKT também houve redu¢do do subgrupo R-/Ap comparado ao R-/An (p<
0,05). Quanto a forma reacional (tipo 1, tipo 2 ou mista), foi observado aumento da
populagao de células CD19+ nas formas mistas.

Palavras-chaves: Hanseniase, Reagdes hansénicas, subpopulagdes linfocitarias.



ABSTRACT

Leprosy is a granulomatosic chronic disease which is highly infectious but has low
pathogeticity and is caused by the Mycobacterium leprae. This study aims at describing
the lymphocytes subsets T total (CD3"), T helper (CD4"), T cytotoxic (CD8"), T
CD4'CDS8", B (CD19"), natural killers-NK (CD3 CD16" CD56") and T natural killers -
NKT (CD3" CD16" CD56") in patients with leprosy reactions, compare them with the
ones who did not show leprosy reactions and differentiate the alterations of lymphocyte
between the patients with type 1 and type 2 reactions. We used flow cytometry to quantify
the lymphocytes and the Graph Pad Prism 4.0 program for the statistical analysis. We
formed subgroups according to the presence (R+) or not (R-) of reaction and the period in
which the patient was concerning to the multidrug therapy (MDT): before (An),
during (Du) and after (Ap). We did not observe any significant differences in the
lymphocytes between the groups with and without reaction, but we observed a decreased
NK count in the R+/Ap subgroup when compared to the R-/Ap (p= 0,0228) and a
decreased NKT count in the R-/Ap subgroup when compared to R-/An X (p< 0,05).
Regarding to the reactional forms (type 1, type 2 or mixed), we observed an increase
of the CD19" cell population in the mixed forms.

Key words: Leprosy, Leprosy reactions, lymphocytes subsets.
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INTRODUCAO

1.1 Doenca

Desde séculos passados a hanseniase ¢ reconhecidamente uma doenca que aflige a
humanidade. Questiona-se onde ela surgiu, se na Asia ou na Africa (EIDT, 2004). Ainda hoje
ha regides com alta endemicidade (TEIXEIRA et al., 2010a), incluindo-se o Brasil, sendo
acometidos milhdes de pessoas e, em muitos casos levando a incapacidade fisica (EIDT,
2004; BENNETT et al., 2008). Infelizmente, quem sofre com hanseniase ainda ¢
estigmatizado (BENNETT et al., 2008).

A hanseniase foi introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses e teve
seus primeiros casos notificados em 1600 no Rio de Janeiro, sendo posteriormente
disseminada aos locais de maior crescimento populacional, como Pernambuco, Bahia e Sao
Paulo. Com o desenvolvimento da agricultura, a necessidade de mao-de-obra e a ocupacao do
territorio brasileiro, a doenca foi levada a outros estados como Paraiba, Alagoas, Ceara,
Maranhao, Para ¢ Amazonas (EIDT, 2004).

Na regido metropolitana de Manaus, AM, Brasil, entre 1985 e 2005, 10,4% dos
casos diagnosticados de hanseniase foram em menores de 15 anos. Entre 1998 e 2003, a taxa
de detecgdo desse grupo foi considerada hiperendémica, caindo nos anos seguinte, mas ainda
apresentando niveis endémicos (IMBIRIBA et al., 2008).

A hanseniase ¢ uma doenga cronica granulomatosa com alta infectividade, porém
de baixa patogenicidade (TEIXEIRA et al., 2010a; BRASIL, 2008b) e apresenta um periodo
longo de incubacgao, levando muitos anos desde a infec¢do pelo bacilo até o desenvolvimento
da doenga (MENDONCA et al., 2008a; BENNETT et al., 2008).

A doenga resulta da infecgdo pelo Mycobacterium leprae (M. leprae) e sua
transmissdo ocorre por contato direto, através das vias aéreas superiores (ARAUJO, 2003). A
presencga dos bacilos nas lesdes de pele e em secrecdes nasais de pacientes multibacilares ndo
tratados leva a uma maior disseminagdo do M. leprae, e, consequentemente, maior
transmissdo da doenga (JOB et al., 2008).

Encontrou-se 48% de positividade em bidpsia nasal de pacientes ndo tratados, em
estudo realizado em Uberlandia, MG, Brasil, com 227 pacientes com hanseniase (MELO

NAVES et al., 2009). Esses pacientes podem transmitir a hanseniase antes de iniciar o
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tratamento especifico, mas, apos o inicio do tratamento, os bacilos se tornam inviaveis pela
alta sensibilidade ao esquema de multidroga terapia (BRASIL, 2008b).

O risco de desenvolver hanseniase em relagdo a populagdo normal ¢ duas vezes
maior quando um membro da familia tem hanseniase paucibacilar e de cinco a oito vezes
maior se for multibacilar (FINE et al., 1997). Além disso, contactantes de casos do género
masculino tém risco aumentado de ter hanseniase do que os de casos do género feminino
(SALES etal., 2011).

As varidveis socio-economicas associadas ao aumento do risco de ter hanseniase
sdo: baixo nivel de escolaridade, escassez de comida em algum periodo da vida e moradia em
casa com chdo de barro ou de areia nos ultimos dez anos (KERR-PONTES et al., 2006).

Foi encontrada associagdo significante entre os contatos diagnosticados com
hanseniase de casos da doenca e os seguintes fatores: poucos anos de escolaridade, renda
familiar inferior a trés salarios minimos, relacdo de consanguinidade entre o contato e o caso,
proximidade com o caso por, no minimo, cinco anos, idade maior de 15 anos. Também houve
relagdo de protegdo nos individuos que haviam tomado a BCG (SALES et al., 2011).

Além disso, ha relatos de associagdo de genes do HLA, expressos no brago curto
do cromossomo 6, com a susceptibilidade aumentada a hanseniase. As presengas de HLA-
DR2 ou HLA-DR3 determinam maior risco para o surgimento de hanseniase, particularmente
da forma tuberculoide (SERGEANTSON, 1983; OTTENHOFF; VRIES, 1987).

No Vietna, foi encontrado gene de susceptibilidade a hanseniase na regido
cromossomica 625 (MIRA et al., 2003).

Em cultura de sangue total de pacientes que portavam o alelo -308A, apds o
estimulo de lipopolissacarideo e M. Leprae, houve um aumento nos niveis de TNF,
reforcando a associagdo entre TNF e hanseniase e sugerindo o alelo -308* como um marcador
de resisténcia a doenca (CARDOSO et al., 2011) .

Uma das caracteristicas importantes da doenga ¢ o comprometimento dos nervos
periféricos, que pode levar a incapacidades fisicas e evoluir para deformidades. As
consequéncias das incapacidades e deformidades sdo reducdo da capacidade de trabalho,
limitacdo da vida social e problemas psicologicos, além do estigma e preconceito contra a
doenca (BRASIL, 2002).

Em estudo realizado em Fortaleza, Ceard, para estimar, entre os portadores de
hanseniase, a propor¢do de casos com neuropatia silenciosa e grau de incapacidade. Foram

encontrados, entre os 233 avaliados, 18,5% com grau de incapacidade I ¢ 9,4% de grau Il e
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5,6% com neuropatia silenciosa. Foi observado que a idade e o grau de incapacidade estavam

associados a ocorréncia da neuropatia silenciosa (LEITE et al., 2011).

1.2 Epidemiologia

Em 2010, foram detectados 228.488 casos novos de hanseniase no mundo.
Somente nas Américas houve 37.740 novos casos, sendo o Brasil o principal responsavel
nesse continente com 34.894. Foi o segundo pais no mundo em numero de casos, perdendo
apenas para a India (OMS, 2012).

No Ceara a hanseniase ¢ endémica e ocupa o 13° lugar em ntimero de casos no
Brasil e 4° lugar no Nordeste. Entre 2001 e 2011, a média de casos novos detectados foi de
2.502. Em 2011, o Ceara apresentou um alto coeficiente de deteccao geral em 100.000
habitantes, que foi de 23,7 e de 5,0 em menores de 15 anos. O numero de casos novos foi de
2003, dos quais 5,6% foram em menores de 15 anos, 60,6% dos contatos intradomiciliares
foram examinados e 81,4% dos pacientes diagnosticados com hanseniase receberam alta por
cura (CEARA, 2012).

Os municipios cearenses com mais casos novos foram: Fortaleza (639), Juazeiro
do Norte (95), Sobral (85), Maracanau (79) e Caucaia (59) e com os maiores coeficientes de
detecgdo geral foram: Apuiarés (86,2), Cedro (85,6), Cariré (76,3), Uruburetama (75,9) e
Jucas (75,6) (CEARA, 2012).

Os 184 municipios do estado do Ceara foram avaliados em relagdo a capacidade
de diagnostico de casos novos e realizagdo de exames. O resultado dessa avaliagdo mostrou
que 76 (41,3%) municipios sdo considerados bons, 26 (14,3%) sao regulares, 54 (29,3%)
silenciosos ( onde ndo houve contatos intradomiciliares examinados) e 28 (9,8%) precarios.

(CEARA, 2012).
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1.3 Formas clinicas

As formas clinicas variam do polo tuberculoide, em que predomina a resposta
imunolodgica celular, até o polo virchowiano, no qual hd predominio da resposta imunologica
humoral (ARAUJO, 2003; MENDONCA et al., 2008a; IYER et al., 2007).

Ha duas classificacdes clinica-imunologicas adotadas no mundo atualmente: a de
Madrid (CONGRESSO DE MADRID, 1953) e de Ridley—Jopling (RIDLEY; JOPLING,
1966) e uma classificacao operacional: a da Organiza¢cdo Mundial de Satide- OMS (BRASIL,
2008a).

A de Madrid considera as formas clinicas da hanseniase como virchowiana (V) e
tuberculoide (T), que sdo dois polos estaveis e opostos e dois grupos instaveis: borderline (B)
e indeterminado (I), os quais caminhariam para um dos polos na evolugdo da doenga
(CONGRESSO DE MADRID, 1953).

A de Ridley—Jopling associa os aspectos imunoldgicos a baciloscopia. Nessa
classificagdo as formas intermedidrias sdo subdivididas em borderline-tuberculoide (BT),
borderline - borderline (BB) e borderline -virchowiana (BV) (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Por fim, ha a classificacdo operacional adotada pela OMS, em que sdo
caracterizadas duas formas para fins de tratamento. Classifica-se o paciente como paucibacilar
(PB) quando h4 menos de 5 lesdes como multibacilar (MB) quando h4 mais de 5 lesdes. Os
critérios da OMS também s3o adotados pelo Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2008a).

Entre 1985 e 2005, na regido metropolitana de Manaus, AM, Brasil, a forma
clinica mais frequente foi a tuberculoide seguida da borderline e o esquema de tratamento
mais realizado foi o paucibacilar (IMBIRIBA et al., 2008).

A forma tuberculoide apresenta-se com lesdo ou lesdes em forma de placa,
maculas ou papulas atroficas, hipopgmentadas, bem definidas, eritematosas e com bordas bem
definidas. Frequentemente as areas das lesdes sdo sem pelos, hipoidroticas, sem sensibilidade

dolorosa, térmica ou tatil e tém o desenvolvimento lento (Figura 1).
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Figura 1: Forma tuberculdide.
Presenga de lesdes com bordas bem definidas, tipicas da forma tuberculoide. a) Na face e b) no brago.

Fonte: Fotos cedidas pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.

O grupo de pacientes que apresentam a forma borderline ¢ bastante heterogéneo,
j& que essa forma clinica ¢ caracterizada por instabilidade imunologica, podendo ter
semelhanca a tuberculdide ou a virchowiana (SOUZA, 1997). Alguns pacientes t€ém uma
progressdao para o polo virchowiano, enquanto outros apresentam reagdo tipo 1 (reacao

reversa) (BRITTON; LOCKWOOD, 2004) (figuras 2 e 3).

Figura 2: Forma borderline tuberculoide.
Lesdes cujas bordas ndo sdo bem definidas como na forma tuberculoide.

Fonte: Fotos cedidas pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.
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Figura 3: Forma borderline borderline.

Fonte: Foto cedida pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.

Na hanseniase borderline virchowiana (figura 4) ocorre um grande niimero de
lesdes com diversos tipos de lesdo como: infiltragdo, placas (algumas com regido central
normal e bordas externas mal-definidas) e nddulos. Diferente da forma virchowiana, as lesdes
ndo sdo tdo simétricas. Ha espessamento de muitos troncos nervosos. A baciloscopia ¢
positiva, com numerosos bacilos. A classificagdo clinica dos pacientes borderline é, em geral,

dificil (MATSUO et al., 2010).

Figura 4: Forma borderline virchowiana.
Fonte: Foto cedida pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.
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O Polo Virchowiano (VV) ¢ onde ocorre a menor imunidade celular, por isso
menor resposta contra o M. leprae. Alguns pacientes apresentam essa forma desde o inicio, ou
como uma evolucdo das formas borderline (BB ou BV). Na sua evolugdo ocorrem papulas,
nédulos e maculas, infiltragdes progressivas e difusas pela pele, mucosas, vias aéreas
superiores, olhos, testiculos, nervos, podendo acometer também linfonodos, figado e bago. As
infiltragdes sdo mais acentuadas na face em membros. A pele torna-se xerotica, com madarose
(queda de pélos). HA comprometimento neural em troncos neurais, ramos da pele e
vasculares. Por serem pacientes altamente baciliferos, sdo considerados focos infecciosos

quando ndo tratados (ARAUJO, 2003) (Figura 5).

Figura 5: Paciente com hanseniase virchowiana.

Apresentagdo classica da hanseniase virchowiana com face “leonina”.H4 infiltra¢do difusa da face (a) e no
pavilhdo auricular (b).

Fonte: Fotos cedidas pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.

Existe ainda uma forma clinica rara que ocorre em 1 a 2% dos casos de
hanseniase, a forma histoide (MENDIRATTA et al., 2011). Ela foi descrita originalmente em
1963 e aparece em forma de lesdes firmes, discretas e em nddulos de formato de cupula sobre
pela aparentemente normal em pacientes com hanseniase virchowiana (WADE, 1963). A
etiopatogénese ainda ndo estd bem compreendida, mas acomete pessoas que apresentaram
recidiva ou que se trataram inadequadamente com monoterapia de dapsona ou MDT
(RODRIGUEZ, 1969).

Em estudo realizado na India durante nove anos, foram encontrados 1,14% dos

pacientes com a forma histoide. Todos apresentaram as caracteristicas clinicas tipicas:
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numerosos nddulos brilhantes, suculentos e macios em forma de cupula sobre pele
aparentemente normal, juntamente com placas e papulas. As principais areas afetadas foram

as nadegas, costas, face e extremidades (MENDIRATTA et al., 2011).

1. 4 Formas reacionais

Os pacientes com hanseniase podem ser acometidos por quadros reacionais
denominadas reagdes hansénicas, que sdao reacdes agudas decorrentes da reativacdo da
resposta imunologica celular e estdo ligadas a intensa producdo de citocinas inflamatdrias
(ESQUENAZI et al., 2008).

As reagdes ocorrem em cerca de 10 a 50% dos casos, principalmente nas formas
multibacilares, ¢, por vezes, sdo responsaveis pelo abandono do tratamento (TEIXEIRA et al,
2010a ). Elas podem surgir antes do inicio, durante ou apds o tratamento especifico da doenga
e dependem da carga bacilar e da resposta imunologica do paciente (MENDONCA et al,
2008a). Em um centro de dermatologia em Juiz de Fora, MG, Brasil, 74,4% das reagdes
hansénicas ocorreram no primeiro ano pos-PQT (SOUZA, 2010).

As reacOes hansénicas sdo manifestacdes imunologicas de hipersensibilidade
contra antigenos do M. leprae que levam a produgao de citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-
12, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, além da formagdo e deposi¢do de imunocomplexos
(TEIXEIRA et al, 2010b).

Dos pacientes tratados contra hanseniase entre 1985 e 2005 no Hospital
Universitario de Brasilia, DF, Brasil, 29,2% apresentaram reacdes hansénicas, sendo 58,5%
delas do tipo 2 e a maioria dos pacientes acometidos tinha a forma clinica virchowiana
(PENNA et al, 2008).

Em estudo realizado em Picos, PI, Brasil com pacientes que apresentaram as
formas clinicas D ou V (classificacdo de Madrid) encontrou-se 29% das mulheres e 83% dos
homens com formas reacionais. Nas mulheres, o percentual de reagdes hansénicas foi
significantemente maior entre as que estavam em idade fértil, que tinham seis ou mais lesdes
e com indice baciloscopico igual ou maior a 3, enquanto que nos homens ndo se observou

nenhuma diferenca quanto aos fatores citados (MASTRANGELO et al, 2011).
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Pacientes com a forma borderline, quando apresentam reagdes hansénicas, podem
apresentar dor neural, paralisia subita, aparecimento de novas lesdes, dor nos olhos e febre
(BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

Alteragdoes neurofisioldgicas nos cotovelos indicam processos axonais e de
desmicelinizagdo do nervo ulnar (GARBINO et al, 2010) com maior frequéncia na reagao tipo
1, do que na tipo 2 (GARBINO, 2006). Mudangas na desmielinizacdo como bloqueio de
conducdo ¢ um evento primario e agudo observado regularmente na reagdo tipo 2. J& na
reacdo tipo 1 foi observada dispersdo temporal como um fendmeno subagudo. Em ambas as

reagdes, ocorre a remielinizagdo apds o tratamento com corticoéides (GARBINO et al, 2010).

1.4.1 Reagao tipo 1

A classificac¢do das reagdes se da conforme o surgimento dos sinais e sintomas. Na
reagdo do tipo 1, ocorre a hipersensibilidade mediada por células (ASZ-SIGALL et al, 2008).
Caracteriza-se pela reativacdo de lesdes preexistentes do tipo placa com sinais de inflamagao
aguda, tais como eritema, edema, e aparecimento de lesdes novas semelhantes as anteriores,
espessamento de nervos periféricos acompanhados de dor espontinea ou decorrente de
compressdo, disturbios sist€émicos como mal-estar geral e, eventualmente, febre
(VALENTINI et al, 1999; SILVA; GRIEP, 2007). Esta forma ocorre mais frequentemente
em pacientes com as formas borderline (ASZ-SIGALL et al, 2008) (Figura 6).

Do ponto de vista histologico, observa-se padrdo tuberculoide ou borderline
associado a fendmenos exsudativos com edema, deposi¢do de fibrina, necrose tecidual, que

caracterizam rea¢do inflamatdria granulomatosa (URA, 2007).
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Figura 6: Reagdo tipo 1.

Paciente com a forma clinica borderline tuberculoide e multiplas lesGes caracteristicas de reagéo tipo 1.

Fonte: Foto cedida pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.

1.4.2 Reagao tipo 2

Na reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH), ocorre resposta
inflamatéria devido a deposi¢ao de imunocomplexos em vasos, glomérulos, articulagdes
(ASZ-SIGALL et al, 2008). IYER et al (2007) encontraram concentragdes séricas elevadas de
IFN-y em pacientes com a forma virchowiana da doenca, que apresentavam a reagdo do tipo
2. Ha um aumento de morte bacteriana nos episodios reacionais (VIEIRA et al, 1996).

Esta reacdo caracteriza-se por nodulos dérmicos ou subcutdneos eritematosos,
quentes, méveis, as vezes, dolorosos, lesdes eritematosas com vesiculas, bolhas, evoluindo
para ulceragdes e sintomas sistémicos como febre, adenomegalia, perda de peso, artralgia,
mialgia. Também ocorre espessamento, dor e sensibilidade de nervos (Figura 7)
(VALENTINI et al, 1999; SILVA; GRIEP, 2007).

Durante os surtos reacionais de ENH ha aumento da producao de TNF-a,
associado a elevagdo de proteina C reativa (CRP). Mostrando que o TNF- a, uma citocina
pro-inflamatoria, pode atuar estimulando a reagdo inflamatoria aguda medida pelos altos

niveis de CRP, que favorece o aparecimento dos sintomas caracteristicos do surto reacional

(FOSS; OLIVEIRA; SILVA, 1993).
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Figura 7: Reagéo tipo 2.

Paciente com hanseniase virchowiana apresentando multiplos eritemas caracteristicos da reagdo tipo 2.a) lesdes
no brago ¢ b) detalhe aproximado do item a.

Fonte: Fotos cedidas pelo Dr. Heitor Gongalves- Arquivo pessoal.

Ja foi descrita uma reagdo que se assemelha a do tipo 2 em que ocorrem sintomas
sist€émicos como febre alta, edema nos membros e na face, linfadenopatia regional e lesdes
eritematosas que, contrarias ao eritema nodoso hansénico ou ao necrotizante, forma placas
superficiais, bolhas e ulceragdes. As lesdes tém bordas bem definidas, algumas secas e outras

com secrecdo serosa (ESQUENAZI et al., 2008).

1.5 Diagnostico

O diagnostico da hanseniase ¢ essencialmente clinico, mas ¢ auxiliado por
exames complementares como a baciloscopia de linfa e da lesdo (BRASIL, 2002) e o
histopatologico da lesdao (CHIMELLI; FREITAS; NASCIMENTO, 1997).

A avaliagdo clinica conta com a anamnese, considerando-se a historia clinica e
epidemiologica, a avaliagdo dermatoldgica para a identificagcdo de lesdes de pele com
alteracdo de sensibilidade, a avaliacdo neurologica em que se identificam neurites,
incapacidades e deformidades (BRASIL, 2002).

Também deve ser feito diagnostico de estados reacionais, diagndstico diferencial

com outras doencas de pele e classificagdao do grau de incapacidade fisica (BRASIL, 2002).
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O diagnostico de hanseniase pode ser definido quando ha lesdes de pele com
alteragdo de sensibilidade, acometimento de nervos com espessamento neural e baciloscopia
positiva (BRASIL, 2002). No entanto, a baciloscopia negativa ndo exclui o diagndstico de
hanseniase (BRASIL, 2008b) enquanto que, a positiva define o diagnostico como MB
(multibacilar) para fins de tratamento (BRASIL, 2010).

A realizagdo de bidpsia para o exame histopatoldgico ¢ de suma importancia
principalmente para determinar o diagndstico de hanseniase quando ndo ha lesdes visiveis
(CHIMELLI; FREITAS; NASCIMENTO, 1997). E importante a experiéncia clinica do
médico no diagndstico, ja que o resultado da clinica pode divergir do da biopsia. Em estudo
no Egito observou-se divergéncia de resultados em 32% dos pacientes (RASHED et al.,
2009).

A avaliacdo neurologica ¢ feita no diagnostico, mas também durante e apos o
tratamento MDT, na ocorréncia de neurites ou reagdes. Os principais nervos acometidos sdo:
trigémeo, facial, radial, ulnar, mediano, fibular comum e tibial posterior (BRASIL, 2002).

A bidpsia nasal pode ser muito Util no auxilio diagndstico, por encontrar
positividade de bacilos decrescente de pacientes do polo virchowiano ao polo tuberculoide,

porém ainda ndo ¢ utilizada na rotina, apenas em pesquisa (MELO NAVES et al., 2009).

1.6 Tratamento

1.6.1 Multidroga terapia (MDT)

O primeiro farmaco utilizado no tratamento da hanseniase foi a dapsona, utilizada
desde a década de 1950. Por alguns anos foi realizada a monoterapia, até a introducdo da
clofazimina e da rifampicina em 1962 (GOULART et al., 2002). Atualmente, a terapia
recomendada é chamada de poliquimioterapia (PQT) ou multidrogaterapia (MDT).

O tratamento das formas paucibacilares ¢ composto por uma dose mensal
supervisionada de 600mg de rifampicina, 100mg de dapsona mais 27 doses didrias de 100mg

de dapsona. O tratamento ¢ feito em 6 doses e concluido em até 9 meses (Figura 8).
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Figura 8: Cartela do esquema PB-MDT fornecida pela OMS e disponivel no SUS.
Fonte: BRASIL, 2008a

O tratamento das formas multibacilares ¢ composto por uma dose mensal
supervisionada de 600mg de rifampicina, 100mg de dapsona e 300mg de clofazimina e mais
27 doses compostas por 100mg de dapsona e 50mg de clofazimina. O tratamento ¢ realizado

em 12 doses e concluido em até 18 meses (Figura 9).
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Figura 9: Cartela do esquema MB-MDT fornecida pela OMS e disponivel no SUS.
Fonte: BRASIL, 2008a.
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Em estudo realizado em setenta e oito municipios do Tocantins, Brasil, foi
encontrado que 3% dos pacientes faltam e 18,2% interrompem o tratamento e associam-se a
causas relacionadas a pobreza, como tamanha da casa, renda familiar e migragdo

(HEUKELBACH et al., 2011).

1.6.2 Tratamento das Reacdes hansénicas

O tratamento das reagdes do tipo 1 apenas com manifestacdes cutineas pode ser
feito de forma sintoméatica com anti-inflamatorios ndo esteroidais e analgésicos, ao passo que
quando ocorrem neurites, estas devem ser tratadas com corticosteroides em doses de
Img/kg/dia até 4-6 meses, sendo sua retirada feita gradualmente. Em alguns casos, podem ser
utilizados imunossupressores como metotrexato, micofenolato de mofetila ou ciclosporina

(URA, 2007).

As reagoes tipo 2 sdo tratadas de forma mais eficaz com talidomida em doses de
100- 400 mg/dia, porém, devido aos efeitos teratogénicos desse farmaco, evita-se seu uso por
mulheres em idade fértil. Neste caso, sdo utilizados corticosterdéides. Nos demais, 0s
corticosteroides sdo comumente associados a talidomida, principalmente na ocorréncia de
neurites, uveites, orquites e mao reacional (URA, 2007). Com a corticoterapia, observa-se
redugdo dos niveis séricos de sIL-6R, IFN-[1y e TNF-a com conseqiiente melhora clinica do
paciente (IYER et al., 2007). Pode-se também associar clofazimina (100 mg) e pentoxifilina
(400 mg) a cada 8 horas (WELSH et al., 1999).

Ha ainda a ocorréncia de neurite isolada, a qual apresenta dor espontinea ou
decorrente da compressdo de nervos periféricos, acompanhada ou ndo de edema localizado
(VALENTINI et al., 1999). A neurite pode resultar em dano irreversivel dos nervos
periféricos se ndo for adequadamente tratada. Um periodo de seis meses de tratamento com a
prednisolona pode reduzir as lesdes de pele e melhorar a fun¢do neural em 50 a 80% dos

pacientes (ANDERSSON et al., 2005).
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1.6.3 Multidroga terapia Uniformizada (MDT-U)

Ha véarios anos existem estudos na tentativa de se reduzir o tempo de tratamento
da hanseniase de forma a melhorar a adesdo a terapia e os efeitos adversos relacionados aos
farmacos utilizados no tratamento (LI et al., 1997; VIJAYAKUMARAN, 1996).

Existem evidéncias de que 2 a 3 meses de MDT sdo capazes de eliminar quase
todos os bacilos viaveis em modelo de pata de rato (JI et al., 1996; BANERJEE et al., 1997).

A OMS pesquisa a resposta ao esquema desde 2003 na india e na China (OMS,
2004). No Brasil o Ministério da Satide vem desenvolvendo um estudo que visa avaliar a
efetividade da MDT-U em alguns centros de referéncia em dermatologia nacionais e o Centro
de Dermatologia Dona Libania (CDerm) esté inserido nesse estudo.

Os pacientes que procuram o servigo de dermatologia do CDerm e té€m
diagnostico confirmado de hanseniase sdo convidados a participar do estudo MDT-U e sdo
acompanhados desde o inicio do tratamento até cinco anos ap0s a alta. No sexto més de MDT
o paciente ¢ enquadrado de forma aleatéria em um dos grupos que fard o tratamento:
convencional (12 meses) ou no experimental (6 meses).

Durante a terapia, o paciente ¢ acompanhado mensalmente e apds a alta
medicamentosa, anualmente. Ele é 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 voltar ao CDerm e serad consultado

para a avaliacao do problema, pedidos de exames e institui¢do da terapia adequada.

1.7 Resposta imunoldgica na hanseniase e nas formas reacionais

Acredita-se que 95% da populagdo mundial apresentem uma resisténcia natural ao
M. leprae (BENNETT et al., 2008). A resisténcia a doenga esta associada com a resposta
imunoldgica do hospedeiro (MENDONCA et al., 2008a; TEIXEIRA et al., 2010a).

KERR-PONTES et al. (2006) verificaram que ha uma relagdo entre vacinagao por
BCG e protecdo contra a doenga, fato ja constatado por outros autores (CUNHA et al., 2004),
que mostraram através de um estudo realizado em Manaus, AM, uma taxa de protecdo de

41% a 74% de eficacia da vacinacdo com BCG contra todas as formas de hanseniase. Quando
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as formas eram analisadas separadamente, verificava-se uma maior resisténcia contra as
formas multibacilares. Tal observagao independia da idade do individuo. Em adicao, estudo
realizado com amostra da populacdo de Fortaleza apontou para uma persisténcia da protecao
contra a hanseniase em individuos vacinados com BCG, mesmo para o subgrupo acima de 40
anos de idade (RODRIGUES et al., 2007).

A hanseniase possui um espectro clinico localizado entre os polos tuberculoide,
em que ocorre resisténcia ao patdgeno e restri¢do de seu crescimento, reduzido numero de
lesdes com poucos bacilos e, frequentemente, ha dano tecidual e neural, demonstrando a
intensa atividade imune celular. No polo oposto do espectro ocorre a forma virchowiana
representada pela susceptibilidade do hospedeiro ao patdogeno. Ha grande numero de lesdes
de pele contendo numerosos bacilos com pequena atividade imune celular e presenca de
atividade imune humoral, porém ineficiente, ja que se o M. leprae ¢ intracelular (MODLIN,
2010).

A resposta imunologica inata ao M. leprae ¢ feita principalmente por células
fagocitarias como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas (DCs). Estes ultimos sdo
também responsaveis pela apresentagdo de antigenos, um passo importante para a resposta
imunoldgica adaptativa (IYER, 2009). As DCs sdo as primeiras células a capturarem o M.
leprae no local da infecgdo. Elas produzem IL-10 ¢ IL-12 e sdo fundamentais no
direcionamento da resposta Thl ou Th2 contra o bacilo causador da hanseniase. As DCs
derivadas de macrofagos tém demonstrado alta efetividade na apresentagdo de antigenos
(MIRA et al., 2004).

O M. leprae estimula fracamente a resposta imunoldgica inata e induz altos niveis
da quimiocina inibitéria MCP- 1 (proteina quimioatrativa de monocitos 1) em mondcitos, o
que leva a inibicdo da secrecdo de IL- 12. Nas lesoes de hanseniase sempre sdo encontrados
macrofagos infiltrados, a diferenga é que na forma tuberculdide os macréfagos estio vazios,
enquanto que na forma virchowiana, eles estdo repletos de micobactérias (CRUZ et al.,
2008).

A Linfotoxina o (LT o) ¢ um membro da superfamilia do TNF o e relaciona-se
ao desenvolvimento dos tecidos linféides secundarios (RENNERT et al., 1996), formando
heterodimeros com a linfotoxina B (LT B) e interagindo com linfocitos, provavelmente
desempenhando um papel regulatério na imunidade celular (WARE, 2005) e servindo como
estimulo inicial da inflamacdo cronica através da sinalizacdo de cascatas que envolvem
moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas para o recrutamento e retencao de linfocitos

(KRATZ et al., 1996). A forma soluvel desta quimiocina ¢é secretada por linfocitos ativados,
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principalmente linfocitos T CD4", NK ¢ B e liga-se com a mesma afinidade aos receptores de
TNF (CROFT, 2005). Foi demonstrado que estd envolvido no controle de diversas infec¢des
de patdgenos intracelulares e ja foi encontrado em lesdes de hansénica, principalmente na
forma tuberculoide e em lesdes de reacdo do tipo 1 (BLEHARSKI et al., 2003;
YAMAMURA et al., 1991).

Hagge et al. (2009) encontraram reduzida quantidade de linfocitos TCD4",
TCD8" e macréfagos e falha na formacio de granuloma em lesdes de infecgdo de baixa dose
de M. leprae em ratos com deficiéncia no gene da LT o, além de redugdo nos niveis de
citocinas inflamatorias, quimiocinas e receptores de quimiocinas.

Foram relacionados diversos antigenos imunogénicos e especificos de M. leprae
que estimulam a resposta de linfocitos T com potencial para serem utilizados no diagndstico
(SPENCER et al., 2005; DUTHIE et al., 2008) ou em vacinas na hanseniase (DUTHIE et al.,
2008).

Os receptores Toll-like (TLRs) sdo proteinas transmembranas envolvidas na
resposta imunologica inata a diversos patogenos (AKIRA; TAKEDA, 2004; BEUTLER,
2004; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004). Na resposta ao M. leprae estdo envolvidos os TLR
1,2,4,6e9 ( MEANS et al., 1999; BAFICA et al., 2005; TAPPING; TOBIAS, 2003).

As citocinas envolvidas com a resposta Thl IFN-y e GM- CSF aumentam a
expressao de monocitos e DCs, respectivamente, enquanto que IL-4, citocina envolvida com a
resposta Th2, reduz a expressao de TLR2. TLR1 e 2 s@o expressados mais fortemente em
lesdes localizadas de pacientes com a forma TT do que em lesdes disseminadas de pacientes
VV (MODLIN, 2010).

Individuos com o alelo 1805 do TLR1 alterado de 1805T para 1805G apresentam
um risco reduzido de desenvolverem a reagdo reversa, indicando que essa alteragdo pode
influenciar na resposta imunologica Th1 na hanseniase (MISCH et al., 2008).

Umas das células que participam da imunidade inata contra o M. leprae sdo os
macrofagos que, apos a fagocitose do bacilo, estimulam a liberagcdo de diversas citocinas,
como o TNF-a (BARKER, 2006), porém os antigenos do M. leprae fagocitados por
macrofagos ndo sdo eficientemente expressos em sua superficie, o que dificulta ou evita o
contato com os linfécitos T e consequente ativacdo da resposta imunoldgica adaptativa
(HASHIMOTO, 2002).

A DC ¢ uma das mais efetivas APCs. E capaz de estimular células CD4" e CDS",

o que leva a uma resposta imunologica protetora ao M. leprae. Ja foi mostrado que ela
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apresenta efetivamente antigenos especificos desse patégeno como o PGL-1 (glicolipidio
fenolico 1) (BARKER, 2006).

Através do testes sorologicos, como ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) ¢ possivel detectar a presenga de anticorpos anti-PGL-1 Ig M, util na identificagdo de
pessoas com alto risco de desenvolver hanseniase, como contactantes de pessoas doentes,
principalmente com a forma multibacilar e profissionais de satde de servigos especializados
(CASTRO; BELTRAN, 2004).

A protecdo contra o M. leprae ¢ conferida, principalmente pela imunidade
adaptativa, em que IFN-y, através da resposta imunoldgico-celular, Thl, ¢ produzido tanto
pelos linfocitos T CD4" como T CD8". A ativagio dessas células inibe a multiplicagdo da
micobactéria. A ativagao ¢ induzida por DCs carregadas de bacilos que apresentam um ou
mais determinantes antigénicos (BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

A MMP- 11 (major membrane protein Il ) ¢ um dos antigenos imunodominantes
do M. leprae que, através da ligagdo com TLR2, ativa as DCs via NF- kB.Ele ¢ um dos
antigenos fundamental na ativacdo da defesa do hospedeiro contra esse patégeno. As DCs
expressando MMP- 1l em superficie ativam tanto linfocitos CD4" virgens, de memoria,
quanto linfécitos TCDS8" a produzirem IFN-y de forma antigeno especifica (MAKINO;
MAEDA; ISHII, 2005; MAEDA et al., 2005 ).

Em um estudo realizado com marcadores sorologicos para auxiliar o diagnostico
de formas reacionais de hanseniase, compararam-se pacientes com reacao do tipo 1, tipo 2 e
controles sadios quanto a 27 tipos de fatores sanguineos e encontraram-se como possiveis
marcadores para a reacdo do tipo 1 o CXCL-10 (uma das quimiocinas induzidas por IFN-y,
que recrutas células efetoras Thl), e IL-6 (interleucina 6) e para reacao do tipo 2, IL-7
(interleucina 7), PDGF-BB (fator de crescimento derivado da plaqueta BB) e IL-6 (STEFANI
etal., 2009).
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1.8 Subpopulagdes de linfécitos

1.8.1 Linfécitos T CD4" e T CD8"

Em individuos normais encontra-se no sangue periférico de 70 a 90% de
linfocitos T(CD3") (FAILACE, 2003). Os linfocitos T sdo determinantes no desenvolvimento
da resisténcia contra o M. leprae (KIMURA et al., 2004).

Linfocitos T CD4" antigeno-especificos adquirem as fun¢des de auxiliares na
zona T dos linfonodos com reconhecimento do complexo peptideo especifico+rMHC II nas
DCs (MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2005).

Os linfécitos T sdo essenciais para a protecdo contra virus e bactérias. Os
linfocitos T auxiliares (CD4") reconhecem peptideos ligados a MHC II, os quais sdo
expressos apenas pelas APCs, como as DCs, macréfagos e linfocitos B. Sdo células
especializadas em enviar sinais a outras células do sistema imune como macrofagos,
linfécitos B e T CD8" através de citocinas e interacdo direta.

Os linfocitos T citotoxicos (CD8") reconhecem peptideos ligados ao MHC I que
podem ser apresentados em qualquer célula nucleada. Esses linfocitos sdo especializados em
detectar as células infectadas para destrui-las junto ao patdgeno que as infecta. O principal
mecanismo de acdo dos linfocitos T citotoxicos € a indugdo de apoptose seja através da
expressao de receptores de morte ou de liberagcdo de perforinas e granzimas. Além disso, os
linfécitos T citotdxicos secretam citocinas como IFN-y, e TNF, os quais podem aumentar a
apresentacao de antigenos ¢ mediar os efeitos contra os patdgenos por interferirem na
replicagdo viral/bacteriana (SCHEPERS; ARENS; SCHUMACHER, 2005).

A natureza da resposta imunoldgica adaptativa das células T esta relacionada as
instrugdes da resposta imunolégica inata. A ativagdo dos subtipos de linfécitos T CD4" e T
CDS8" ¢ induzida por contato com as células apresentadoras de antigenos (APCs), que ¢ a fase
mais critica para a defesa do hospedeiro contra infecgdo por micobactérias e faz parte da
imunidade inata (LEWINSOHN et al., 1998; ORME et al., 1993).

Os subtipos de linfécitos T CD4" e CD8" e os padrdes de citocinas produzidas
por cada tipo celular se relacionam as diferentes respostas ao M. leprae. Os linfocitos T
CD4", também chamados T helper (ou auxiliares) podem se diferenciar em Thl, em que ha a

producdo de citocinas predominantes na forma tuberculoide, como o IFN-y, e Th2, em que
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ocorre a produgdo de citocinas predominantes na forma virchowiana, como a IL-4 (KIMURA
et al., 2004).

Em estudo imunopatologico de lesdes TT foi detectada a presenca
predominantemente de linfocitos T CDS" (citotdxicos) ao redor dos granulomas, enquanto
que os linfocitos T CD4" apareciam agregados as células epitelioides. Ja em lesdes VV,
foram encontrados indistintamente linfocitos T CD4 ¢ T CD8" (MODLIN et al., 1983a).

Na reac¢do do tipo 2, os subtipos linfocitarios sdo difusamente distribuidos pelo
granuloma de maneira similar & forma LL sem reacdo. No entanto, na reacdo do tipo 1,
apenas 30% dos granulomas apresentam linfocitos T CD8" , sendo a grande maioria
localizados na periferia (MODLIN et al., 1983b).

Antas et al. (2004) realizaram imunofenotipagem por citometria de fluxo para a
deteccio de subtipos celulares de linfocitos T CD4’e T CDS8" produtores de citocinas em
pacientes com hanseniase e encontraram que 85% dos pacientes apresentou producdo de
TNF-o por linfocitos T CD4", enquanto 100% deles mostrou que os linfocitos T CD8"
produzem TNF-a em resposta a estimulo prévio com antigeno de M. leprae. Também foi
mostrado um niimero maior de células T CD4 " comparadas as T CDS".

A ativagdo dos linfocitos T necessita da participagdo de moléculas co-
estimuladoras expressas nas APCs. As moléculas CD80 e CD86 tém apresentado papel
importante nas DCs e em macrofagos na ativagdo dos linfocitos T em diferentes formas de
hanseniase (SANTOS et al., 2001).

O desenvolvimento da resposta imunoldgica medicada por células depende tanto
da fun¢ao de CD80 ¢ CD86 como moléculas co-estimulatérias, como também da habilidade
de ligagdo a molécula CD28 que estéd na superficie das células T (LENSCHOW; WALUNA;
BLUESTONE, 1996).

Foi demonstrado que M. leprae estimula mais as DCs a expressarem moléculas
CD80 e CD86 (moléculas co-estimuladoras presentes na superficie das APCs (LINSLEY et
al., 1991) do que macrofagos. Testes in vitro da resposta de linfocitos T a M. leprae
mostraram uma significante e mais eficiente apresentagdo de antigenos em DCs comparadas
a monocitos, sugerindo que tanto as moléculas co-estimuladoras possuem um importante
papel na imunopatologia da hanseniase quanto a dura¢do da imunidade protetora contra a
infecc¢do por M. leprae (SANTOS et al., 2001).

Os pacientes virchowianos sdo deficientes de resposta mediada por células
especifica contra M. leprae durante o desenvolvimento da doenga, porém esse pacientes

podem apresentar uma resposta celular temporaria que causa sintomas inflamatérios, sdo as
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reagOes hansénicas tipo 1 ou tipo 2 (SIELING et al., 1999).

Foi observado aumento da expressao de CD80, CD 86, CD28 (molécula co-
estimuladora presentes na superficie dos linfocitos T que se liga a CD80 e CD86 (LINSLEY
et al., 1991)), mas reducdo da expressdao de CD152 (molécula que possui um papel negativo
na ativacao dos linfocitos T e esta envolvido com a inducdo da tolerancia periférica (EAGER
et al., 2002)) em PBMCs de controles normais, pacientes paucibacilares ¢ multibacilares
apoOs estimulo in vitro com antigeno de M. leprae e duas substincias imunomoduladoras
(Murabutide e peptideo Trat) usando sistema de liberacao lipossomal do antigeno, no entanto,
resultado oposto foi encontrado quando acrescentado apenas o antigeno. A inibicdo de CD80
e CD86 através da utilizagdao de anticorpos anti-CD80 e anti-CD86 anulou completamente a
proliferacdo de linfocitos T, confirmando a importancia das moléculas co-estimuladoras na
ativagdo dos linfocitos T (SRIDEVI et al., 2004).

Em estudo comparando pacientes com a forma virchowiana sem reagao hansénica
e com reagao tipo 1 e tipo 2, foi encontrada por citometria de fluxo uma maior expressao de
CD80 em PBMC:s isoladas de pacientes com reacdo tipo 1 e 2 comparados aos pacientes sem
reacdo. Esses resultados também foram confirmados por teste imunohistoquimico das lesdes.
A expressdo foi maior nos pacientes com reagao tipo 1 (SANTOS et al., 2006).

A expressao de CD80 em PBMCs de pacientes com reacdo hansénica e,
principalmente, com o tipo 1 implicam em algum grau de imunidade celular especifica ao M.
leprae durante os episodios de inflamagao (episodios reacionais), que podem contribuir para
a defesa do hospedeiro contra patdgenos intracelulares (SANTOS et al., 2006).

Foi avaliada a produgio das citocinas IL-2, IL-4 e IFN- y pelos linfocitos T CD4"
e T CD8" em pacientes com reacdo tipo 2 submetidos a tratamento com talidomida no inicio
do tratamento (dia 0), no 7° e no 21° dia de tratamento com talidomida e foi encontrado
aumento significativo da produgio de IL-2 e IFN- vy por linfocitos T CD4" e de IL-2 por T
CDS8" todos no 7° dia de tratamento. Niveis semelhantes aos do dia 0 foram encontrados dia

21 (HASLETT et al., 2005).

1.8.2 Linf6citos NK

Os linfocitos Natural Killer (NK) sdo provenientes das células hematopoiéticas

. + ~ .
progenitoras CD 34, no entanto ndo se conhecem todos os passos do seu desenvolvimento.
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A producao e inicio do desenvolvimento ocorrem na medula dssea, onde sdo produzidas as
células CD56 9" NK (células NK com forte expressao de CD56) e esse subtipo ja foi
encontrado em linfonodos e tonsilas, que sdo orgdos linfoides secundarios (GALY et al.,
1995; MILLER; ALLEY; MCGLAVE, 1994).

No sangue periférico humano existem cinco subtipos de células NK que se
diferenciam pela expressao de CD56 (receptor de baixa afinidade pela porcao Fc da IgG) e
CD16 (molécula de adesdo). O tipo CD56"™ CD16"™" NK (em que h4 fraca expressio de
CD56 e forte expressdo de CD16) representa a maioria das células NK circulantes no sangue
periférico. As células NK ndo expressam CD3" (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001;
CALIGIURI, 2008).

As células NK s3o ha muito tempo conhecidas por participarem da imunidade
inata, mas recentemente houve descobertas a respeito da influencia dessas células na resposta
imunolégica adaptativa e na imunoregulagdo ( POLI et al., 2009). Essas células representam
subtipos de células citotoxicas que sdo capazes de reconhecer e lisar células tumorais e
infectadas sem prévia sensibilizacao (TRINCHIERI, 1989).

As células NK presentes nos linfonodos entram em contato com as células T que
liberam IL-2. Essa citocina estimula a expressdo de CD16, KIR (killer-cell immunoglobulin-
like receptor, receptor inibitorio), NKp46 ¢ NKp30 (receptores de ativagdo) , bem como de
perforina, tornando as células NK bem semelhantes as presentes no sangue periférico
(CD56"™ CD16”"9" NK) (FEHNIGER et al., 2003; FERLAZZO et al., 2004).

Os receptores de células NK sdo codificados na linhagem germinativa e ndo por
recombinac¢do somatica como os receptores de antigenos de linfocitos B € T (LONG, 1999).
Esse balango de sinais entre os receptores de ativacdo e de inibicdo ¢ que determina as
fungdes das células NK (MORETTA et al., 2001). Alguns receptores inibitorios reconhecem
o MHC de classe I, presente em todas as células saudaveis e previnem o ataque de NK a
essas c¢lulas. A perda de MHC I dessas cé€lulas por infeccdo ou cancer pode levar a ativagao
de NK (VILCHES; PARHAM, 2002; STEWART; VIVIER; COLONNA, 2006). Os
receptores de NK ativados ligam-se a derivados do hospedeiro ou do patégenos que tém sua
expressdo aumentada pelo estresse ou pelas células infectada e, com a ativacdo, as células
NK lisam as células-alvo através de perforinas e granzimas. Além dessas fungdes classicas,
as células NK também possuem capacidade regulatéoria mediada por diversas citocinas
(JANEWAY JR.; MEDZHITOV, 2002).

Além da capacidade de matar células—alvo especificas, as células NK podem

produzir citocinas do tipo Thl ou Th2. Para a geragdao da resposta Thl ¢ importante que as
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células NK produtoras de IFN-y migrem cedo para o sitio da inflamagdo, enquanto que o
aumento da citotoxicidade de NK por IL-18 nao necessita da producao de IL-12 enddgeno,
provavelmente porque os receptores de IL-18 (IL-18R) sdo expressos constitutivamente na
superficie das NKs (HYODO et al., 1999).

Interleucina-12, uma citocina produzida por DCs e mondcitos, possui um papel
fundamental na geracdo da resposta Thl, na estimulacdo de NKs e na indugdo de produgao de
[FN-y por NKs e linfocitos T (MANETTI et al., 1994; TRINCHIERI, 1994).

Em pacientes paucibacilares e controles normais a deple¢do de NKs reduziu a
atividade citolitica de linfocitos T citotoxicos (LTC). Nessas condi¢des o acréscimo de I1L-12
ndo ¢ capaz de aumentar a geracdo de LTC, enquanto que a presenga de IL-18 eleva a

atividade citotoxica na auséncia ou presenga de NKs (BARRERA, 2004).

1.8.3 Linf6citos NKT

Os linfécitos T Natural Killers (NKTs) foram descritos como subpopulagdes o/f"
CD4" ou CD4 CDS§ caracterizados por uma cadeia invariante de TCR- a, essas células
foram identificadas primeiramente em ratos e foi demonstrado que elas reconhecem a
proteina CD1d, que ¢ semelhante a MHC I (BENDELAC et al., 1997)

Linfocitos iNKT (NKT invariantes) representam um prototipo dos linfocitos T
indiferenciados devido ao seu fenotipo constitutivo, fungdes e expressdo de diversos
receptores de NK (BENDELAC; BONNEVILLE; KEARNEY, 2001).

Os iNKT reconhecem antigenos glicoesfingolipidos que se ligam especificamente
a CDId, um desses antigenos ¢ a a -galactosilceramida (o-GalCer) isolada de esponjas
marinha (BROSSAY et al., 1998). A administragio de a-GalCer a ratos ¢ humanos
rapidamente ativa iNKT a produzirem citocinas Thl e Th2 (VAN KAER, 2005; NIEDA et
al, 2004).

O reconhecimento especifico do complexo a-GalCer apresentado por DCs in vivo
¢ crucial para o desenvolvimento das fung¢des auxiliares em iNKTs (BENDELAC et al.,
1995; EXLEY et al., 1997), que podem ajudar na ativagio de linfocitos T CD4" e CDS8"
cujos antigenos foram apresentados por DCs (FUIJII et al., 2003; HERMANS et al., 2003).

Tonti et al. (2009) imunizaram com antigenos ¢ o-GalCer ratos que ndo
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expressavam CD1d ou CD40 ou expressavam apenas CD1d ou MCH II distintamente nas
APCs ou esplenectomizados e encontraram que o aumento da resposta de linfocitos B ¢
dependente de a-GalCer e pode ocorrer mesmo quando os linfocitos B nao expressam CD1d,
mas expressdo CD40 e necessitam que os iNKTs e os T auxiliares interajam com as mesmas
APCs que expressem tanto CDIld, quanto MHC II e ocorre mesmo em ratos
esplenectomizados.

Os linfocitos NKT sdo recrutados por fatores quimiotdticos produzidos por
células epiteliais e ativados por antigenos lipoprotéicos e glicolipidicos do M. leprae (IM et
al, 2008). A producdo de diversas citocinas do tipo Thl e Th2 ¢é rapidamente estimulada por
NKT CDI1d restritos (MERCER; RAGIN; AUGUST, 2005; SEINO et al., 2006) Essas
células estao envolvidas com resposta imunoldgica protetora contra patdgenos intracelulares
(RONET et al., 2005; ARRUNATEGUI-CORREA; LENZ; KIM, 2004).

A inoculagdo de antigeno da parede celular de M. tuberculosis em ratos
desenvolveu uma lesdo semelhante ao granuloma em que NKT eram predominantes
(APOSTOLOU et al., 1999).

A utilizagdo de antigenos de M. leprae com os imunomoduladores murabutide e
peptideo Trat de forma lipossomal em PBMCs de pacientes com hanseniase virchowiana
levou a um aumento da expressdo de CD1b e CD1d em monocitos/macrofagos bem como da
porcentagem de NKTs que secretavam IFN-y e promoveu a ativagdo das vias CD40-CD40L e
das fung¢des de NKTs envolvidas com a imunidade mediada por células (CMI) nesses
pacientes (CHATTREE et al., 2008).

Mendonga et al (2008b) compararam o perfil fenotipico de pacientes com

hanseniase e controles saudaveis e encontraram aumento no percentual de linfécitos NKT

(CD3" CD16") nos pacientes com hanseniase.

1.8.4 Linfécitos B (CD19")

Encontra-se de 5 a 20% de linfocitos B (CD19") nos linfécitos sanguineos de
individuos normais (FAILACE, 2003).
Enquanto os linfocitos T auxiliares sdo maturados na zona T dos linfonodos, na

zona folicular os B capturam antigenos através dos receptores de células B (BCRs) o que os
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leva a ativacao e internalizagdo, processamento e apresentacao do peptideo junto ao MHC 11
(MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2005).

CD40 ¢ uma glicoproteina membro de superfamilia do receptor de TNF presente
na superficie de linfocitos B e mondcito/macrofago. A interagdo CD40-CD40L induz o
aumento da expressdo de B7 e indugao da produgédo de IL-12 (DURIE et al., 1994).

Linfocitos T auxiliares e linfocitos B ativados se encontram entre as duas zonas
onde ocorre o reconhecimento do complexo peptideo especificotMHC II. Com essa
interagdo, os linfocitos T auxiliares aumentam a expressdo de CD40L que se liga a CD40
presente na superficie dos B, levando a uma proliferagdo critica e sinal de diferenciacdo e
secrecdo de citocinas necessarias a mudanga do isotipo de imunoglubulina (Ig)
(MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2005).

A interacdo entre linfocitos T-B especificos leva ao desenvolvimento de
plasmocitos de curta duragdo ou seguem para o centro germinativo, onde passam a linfocitos
B de memoria com longa duragdo com alta afinidade (MACLENNAN, 1994).

Foi observado aumento percentual significativo de linfocitos B (CD19") e
linfocitos Bl (CD19'CD5") em individuos com a forma virchowiana da hanseniase,
respectivamente 15,08 £+ 4,83 e 4,92 + 3,57, quando comparados a individuos normais, 12,14
+ 2,10 e 1,10 = 0,59. Nao foram estudados pacientes com formas reacionais de hanseniase.
(ILHAN et al., 2007).

Mendonga et al (2008b), em comparagdo do perfil fenotipico de pacientes com

hanseniase e controles saudaveis, ndo encontraram aumento no percentual de linfocitos B

(CD3" CD19") no pacientes com hanseniase.

1.9 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permite analisar diferentes populagdes
celulares através da caracterizacdo de varios parametros como tamanho, granulosidade e
presenca de antigenos especificos. Ela ¢ capaz de identificar tanto antigenos de superficie

como citoplasmaticos, DNA e fazer avaliagdo funcional (OWENS et al., 2000) .

Uma das principais aplicagdes da citometria de fluxo ¢ a imunofenotipagem, que
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¢ 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 suspensdo (DATH et al., 2011).

A imunofenotipagem de linfocitos por citometria de fluxo vem sendo realizada
para se conhecer melhor o comportamento imunologico, diagnostico ou acompanhamento
clinico de inumeras 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 at¢ mesmo em hematologia
veterinaria (NAKAGE et al., 2005).

A identificagdo ¢ possivel através da ligagdo das células de interesse com
anticorpos ligados a diferentes fluorocromos que, apds a excitagdo por laser, emitem fotons
que sdo detectados e transmitidos ao computador de forma As células ficam agrupadas de
acordo com a granulosidade, o tamanho e os antigenos ligados. A habilidade de medir
multiplos parametros ¢ limitada pelo nimero de fluorocromos que sdo utilizados

simultaneamente (BAUMGARTH; ROEDERER, 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever as subpopulacdes de linfocitos em sangue periférico em pacientes com

formas reacionais de hanseniase.

2.2 Especificos

e Quantificar as subpopulacdes de linfocitos T totais (CD3"), T auxiliares
(CD3°CD4"), T citotéxicos (CD3'CD8"), T (CD3'CD4°CD8"), B (CD3"
CD19"), NK (CD3'CD16'CD56") e NKT (CD3"CD16'CD56") do sangue
periférico de pacientes com formas reacionais de hanseniase;

e Comparar as subpopulagdes de linfocitos do sangue periférico de pacientes
com e sem formas reacionais de hanseniase;

e Diferenciar as alteracdes nas subpopulacdes de linfocitos do sangue

periférico de pacientes com reacao tipo 1, tipo 2 e forma clinica.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi do tipo transversal e cada grupo era composto por pacientes

diferentes.

3.1 Pacientes

Os pacientes foram analisados inicialmente dividindo-se em dois grupos de
acordo com a presenga ou auséncia de formas reacionais. Em seguida, divididos em seis
subgrupos de acordo com a presenga de formas reacionais de hanseniase: com reagdo (R+) ou
sem reagdo (R-) e o periodo em que estavam em relagdo a MDT: antes (An), durante (Du) ou
apos (Ap). Os pacientes “An” estavam na primeira consulta e, portanto, ainda ndo tinham
iniciado o tratamento MDT; os “Du” encontravam-se em entre 0 2° € 0 12° més de tratamento

e os “Ap”, até 5 anos apos o tratamento MDT (mediana de 1 ano).

Total de Pacientes (n)

Sem Com
formas formas
reacionais reacionais
(R-) (R+)

O

Antes da Durante a Apos a Durante a Apods a
MDT MDT MDT MDT MDT MDT
(R-/An) (R-/Du) (R-/Ap) (R+/An)  (R+/Du) (R+/Ap)

FIGURA 10: Esquema de formacdo dos grupos e subgrupos para estudo das subpopulagdes linfocitarias.

3.1.1 Critérios de inclusao
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e Diagnostico de hanseniase confirmado com bidpsia da lesdo;

e Ter idade entre 5 e 65 anos.

3.1.2 Critérios de exclusio

e Forma clinica neural pura;

e Tratamento anterior de hanseniase ha menos de 5 anos;

e Histéria prévia de intolerancia a um dos medicamentos do esquema MDT;

e Associacdo com outras doengas graves (HIV/SIDA, Tuberculose, Maléria,
Leishmaniose tegumentar americana, calazar, linfomas, leucemia mieloide
aguda, leucemia linféide aguda );

e Dificuldades de compreender ou cumprir os procedimentos do estudo;

e Residentes fora de Fortaleza- CE;

e Lesdo Unica - Incluido em outro protocolo de estudo.

3.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa do Centro de

dermatologia D. Libania e aprovado sob o niimero 011/07 (Anexo).

3.3 Métodos

3.3.1 Coletas das amostras de sangue periférico

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 era utilizado para a realizacio do
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hemograma no préprio CDerm e o outro era armazenado em temperatura ambiente (20- 25
°C) e levado no mesmo dia ou no dia seguinte, em caixa térmica refrigerada e com
temperatura controlada, para o Laboratério de Imunofenotipagem da Faculdade de Medicina

da UFC, onde era feita a citometria de fluxo.

3.3.2 Hemograma

A realizacao do hemograma ocorria no dia da coleta através do aparelho Mindray
BC-5380 (Hamburgo, Alemanha) que fornecia os resultados de eritrograma, plaquetograma e

a contagem de leucocitos totais e diferenciais.

3.3.3 Baciloscopia

A baciloscopia era solicitada no inicio do acompanhamento do paciente, como
auxilio no diagnéstico e definicdo da classificacdo da hanseniase e no final da
multidrogaterapia para avaliagdo da alta. Esse exame era realizado pelos profissionais do
CDerm em todos os pacientes ¢ os resultados de baciloscopia dos pacientes desse estudo
foram consultados em prontudrio juntamente com as informagdes sdcio-econdmicas, presenca
de reagdes hansénicas e o tipo de reacdo, bem como demais dados relativos ao
acompanhamento da hanseniase.

Para a baciloscopia eram coletadas amostras de linfa das orelhas, cotovelos e das
principais lesdes indicadas pelo médico. A coleta era feita pela técnica indicada e validada
pelo Ministério da Satide em que se pressiona a area com uma pinga, formando uma prega,
para obtencao de isquemia. O corte da pele e a retirada da linfa eram feitos com um bisturi.
As amostras de linfa de todos os locais coletados eram inseridas na mesma lamina. Depois de
secar o material da lamina, ela era passada de 2 a 3 vezes em chama para promover a fixacao
do material. O esfregaco era corado pelo método de Ziehl- Neelsen a frio.

O indice baciloscopico (IB) era obtido com a leitura da lamina através de uma
técnica de contagem quantitativa que dava valores de 0 a 6+, de acordo com o nimero de

bacilos encontrados por campo (BRASIL, 2010).
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3.3.4 Biopsia

Os resultados de biopsia dos pacientes também foram consultados em prontuério.
As biopsias eram colhidas pelo médico que acompanhava o paciente em dia previamente
marcado, geralmente na mesma semana da consulta inicial, em sala adequada para a
realizacdo procedimento.

O material era colhido com punch nimero 4, no minimo, mas se a lesdo fosse na
face, utilizava-se o de niimero 3,5. Era realizada anestesia com xilocaina injetavel no local da
biopsia. A técnica era realizada com movimentos de rotacdo e pressdo vertical para que o
instrumento chegasse a profundidade desejada. O material deveria conter os filetes nervosos
da derme reticular profunda e boa representagao da hipoderme.

Ap0s a coleta o material era conservado em solu¢do de formol 10% dentro de
frasco estéril e encaminhado ao laboratorio do CDerm para a realizacdo do exame
histopatologico. Era feita a coloracdo de Wade, na qual era possivel a identificacdo dos

bacilos. Todos os pacientes incluidos no projeto MDTU eram submetidos a esse exame.

3.3.5 Pesquisa de subpopulagdes linfocitarias de sangue periférico por citometria de fluxo

3.3.5.1 Aquisi¢ao

As amostras que chegavam ao Laboratoio de Imunofenotipagem da Faculdade de
Medicina da UFC eram numeradas para identificag@o e realizacao da citometria de fluxo.

Para cada amostra eram identificados dois tubos (T ¢ B) em que se colocavam
10 uL de cada combinagdo de anticorpos monoclonais adequados. A andlise das células T era
feita com o Multiset 1 (CD3/CD8/CD45/CD4) e a de células B, NK ¢ NKT com o Multiset 2
(CD3/CD16+CD56/CD45/CD19), ambos reagentes da Becton Dickinson (San Jose, CA,
USA). Os anticorpos monoclonais eram conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC),

ficoeritrina (PE), ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5) ou Aloficocianina (APC), respectivamente.
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Em seguidas eram adicionados 50uL de sangue em cada tubo e homogeneizado
no vortex. Os tubos ficavam quinze minutos em temperatura ambiente no escuro. Para a lise
das hemadcias eram acrescentados 450uL da solucdo de lise diluida FACS lysing solution
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) em cada tubo e homogeneizados novamente no
vortex.

Apos a preparagdo, o material era imediatamente adquirido em citometro de fluxo
BD FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Eram adquiridos 10.000 eventos
CD45 positivos para cada tubo.

3.3.5.2 Estratégia de Gating

A estratégia de gating representou, de inicio, na identificacdo dos linfocitos totais
do sangue periférico, por meio da determinagdo da regido em que ha forte expressdo do
CD45" e baixa complexidade interna (side scatter-SSC) (Figura 11, item a). Em seguida, as
subpopulagdes de linfocitos T foram distinguidas, tomando por base a combinacdo de
expressdo dos antigenos CD3/CD4" (linfocitos T auxiliares) e CD3"/CD8" (linfocitos T
citotoxicos) (Figura 11, itens b; c). Os linfécitos T foram determinados pela expressdao
positiva de CD3 (Figura 11, item d).

A populagao NK (natural killer) foi determinada pela combinagao de expressao
dos antigenos CD37/CD16 CD56" e a populagio NKT, uma subpopulacio de linfocitos T, foi
determinada pela combinagdo da expressdo dos antigenos CD3"/CD16 CD56" (Figura 12,
item b). Os linfocitos B foram determinados pela expressao positiva de CD19 (Figura 12, item
c).

A férmula utilizada para o célculo do valor absoluto dos linfécitos foi:

N° células/mm’ = N° de leucécitos (mm?)x (% linfocitos) x (% CD )
100 100
em que N° leucocitos e % linfocitos foram retirados do hemograma e CD (subpopulagdo de

linfocitos especifica) foi obtida do resultado da citometria.
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FIGURA 11: Estratégia de gating para determinagdo das subpopulagdes linfocitarias: linfocitos T totais, T
citotoxicos e T auxiliares.

a) Selegdo de gate contendo apenas linfocitos b) linfécitos T auxiliares (CD3'/CD4"), ¢) linfocitos T citotoxicos
(CD3'/CD8"), d) linfécitos T totais (CD3") e e) células CD4"/CDS".

Fonte: Arquivos do Laboratdrio de Imunofenotipagem da UFC
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FIGURA 12: Estratégia de gating para determinacdo de subpopulagdes linfocitarias NKT, NK ¢ B.

a) Selecdo de gate contendo apenas linfocitos b) linfocitos NKT (CD3'/CD16'CD56") e NK (CD3"
/CD16'CD56") e c) linfocitos B (CD19").

Fonte: Arquivos do Laboratorio de Imunofenotipagem da UFC.

3.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa Graph Pad Prism 4.0. Foram
realizados os testes T de Student quando foram comparados dois grupos ¢ ANOVA e Tukey

quando comparados trés grupos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da amostra

Dos 71 pacientes analisados, 24 (33,8%) eram do género feminino e 47 (66,2%)
do género masculino. A média de idade dos pacientes foi de 43,83 + 13,59 anos. A menor
idade foi de 13 anos e a maior 65 anos. Quanto a faixa etéria, 2 (2,8%) pacientes tinham
menos de 15 anos, 7 (9,9 %) entre 15 e 24 anos, 8 (11,3%) entre 25 ¢ 34 anos, 14 (19,7%)
entre 35 e 44, 24 (33,8%) entre 45 e 54 anos, 14 (19,7%) entre 55 e 64 anos e 2 (2,8%) mais
de 64 anos.

Dos 37 pacientes que apresentaram formas reacionais de hanseniase, todos
utilizaram imunossupressores (prednisona ou talidomida) em algum momento do tratamento.
13 (35,1%) eram do género feminino e 24 (64,9%) do género masculino (Figura 13). A média
de idade dos pacientes foi de 43,46 = 14,57 anos. A menor idade foi de 13 anos e a maior 65
anos. Quanto a faixa etéria, 1 (2,7%) paciente tinha menos de 15 anos, 4 (10,8%) entre 15 e
24 anos, 6 (16,2%) entre 25 e 34 anos, 6 (16,2%) entre 35 e 44, 11 (29,7%) entre 45 ¢ 54
anos, 7 (18,9%) entre 55 e 64 anos ¢ 2 (5,4%) mais de 64 anos (Figura 14).

Dos 34 pacientes que ndo apresentaram formas reacionais de hanseniase, 11
(32,5%) eram do género feminino e 23 (67,6%) do género masculino (Figura 13). A média de
idade dos pacientes foi de 44,24 £12,64 anos. A menor idade foi de 14 anos e a maior, 61
anos. Quanto a faixa etaria, 1 (2,9%) paciente tinha menos de 15 anos, 3 (8,8%) entre 15 ¢ 24
anos, 2 (5,9%) entre 25 e 34 anos, 8 (23,5%) entre 35 e 44, 13(38,2%) entre 45 e 54 anos, 7

(20,6%) entre 55 e 64 anos e nenhum paciente com mais de 64 anos (Figura 14).
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FIGURA 13: Género dos pacientes atendidos no CDerm que foram incluidos no estudo.
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FIGURA 14: Faixa etéria dos pacientes atendidos no CDerm que foram incluidos no estudo.

Quanto a distribuicdo geografica dentro da cidade de Fortaleza, a Secretaria
Executiva Regional (SER) (figura 15) com o maior nimero de pacientes com hanseniase
incluidos no estudo foi a SER V com 26 (36,6%), seguida pela SER VI com 17 (23,9%), SER
IT com 9 (12,7%), SER Il e IV com 8 (11,3%), e SER I com 3 (4,2%)(figura 16).

A SER com o maior niimero de pacientes com formas reacionais de hanseniase foi
a SER V com 17 (45,9%), seguida pela SER VI com 8 (21,6%), SER III com 7 (18,9%), SER
IT e IV ambas com 2 (5,4%) e SER I com 1 (2,7%). O bairro com o maior numero de pessoas
foi o Bom Jardim com 7 (figura 16).

Os maiores nimeros de pacientes sem formas reacionais de hanseniase
encontrados foram nas SER V e VI com 9 (24,3%), seguidas pela SER II com 7 (18,9%), SER
IV com 6 (16,2%), SER I com 2 (5,4%) e SER III com 1 (2,7%)(figura 16).
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FIGURA 15: Mapa das secretarias executivas regionais (SER) de Fortaleza.

Fonte: www.fortaleza.ce.gov.br
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FIGURA 16: Distribui¢do geografica dos pacientes incluidos no estudo por SER de Fortaleza.

Quanto ao IB obtido através da baciloscopia da linfa, 20 (28,2%) obtiveram IB=0,
23 (32,4%) entre 0-3 e 28 (39,4%) acima de 3.

Nos pacientes com formas reacionais, o IB obtido através da baciloscopia da linfa,
9 (24,3%) obtiveram IB=0, 15(40,5%) entre 0-3 e 13 (35,1%) acima de 3 (Figura 17).

Nos resultados de IB dos pacientes sem formas reacionais 11 (32,4%) obtiveram

IB=0, 8(23,5%) entre 0-3 e 15 (44,1%) acima de 3 (Figura 17).
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FIGURA 17: indice baciloscopico dos pacientes atendidos no CDerm que foram incluidos no estudo.

A classificagdo clinica utilizada foi a de Ridley-Jopling. Quanto a forma clinica,
nao houve nenhum paciente classificado como TT. O nimero maior de individuos foi
classificado com a forma clinica BT com 22 (31,0%), depois a VV com 20 (28,2%), a BV
com 19 (26,8%) e a BB com 10 (14,1%)(figura 18). As formas clinicas eram definidas com o

auxilio diagnodstico das bidpsias, porém, em sete pacientes, ndo havia biopsia, sendo a

defini¢ao da forma clinica definida pelo clinico que acompanhava o paciente.

Entre os pacientes com formas reacionais, o niimero maior de individuos foi

classificado com a forma clinica VV com 14 (37,8%), depois a BT ¢ a BB com 8§ (21,6%) e a

BV com 7 (18,9%) (figura 18).

Nos pacientes sem formas reacionais, o numero maior de individuos foi

classificado com a forma clinica BT com 14 (41,2%), depois a BV com 12 (35,3%), a VV

com 6 (17,6) e a BB com 2 (5,9%)(figura 18).
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FIGURA 18: Forma clinica (Ridley- Jopling) dos pacientes atendidos no CDerm que foram incluidos no estudo.

54



55

4.2 Contagem de subpopulacdes linfocitérias

4.2.1 Comparacdo de grupos com e sem formas reacionais de hanseniase e subgrupos de

acordo com o periodo da MDT

4.2.1.1 Linfocitos T (CD3")

As médias das contagens de linfocitos T nos grupos de pacientes com formas
reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/mm’, foram, respectivamente, 1220 +
110, sendo o menor valor 199 e o maior 2908 e 1250 + 61,68, sendo o0 menor valor 544 € o
maior 2018.

Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica. (Figura 19).

Linfécitos CD3+ Com reacdo X Sem reacao

29004
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FIGURA 19: Média dos valores da contagem de linfécitos T em pacientes com ¢ sem formas reacionais de
hanseniase.
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Periodo do Sem reagéo Com Reagéo
Tratamento Média + Desvio-padrao Média + Desvio-padrao p
(Células/mma3) (Células/mma3)
Antes 1040 + 494 (N=5, var. 544- 1660) 1220 + 744 (N=3, 382- 1790) ns
Durante 1220 + 287 (N=8, var. 619- 1550) 1240 + 488 (N=9, 506- 2020) ns
Apbs 1310 + 346 (N=21, var.678- 2020) 1210 + 739 (N=25, var. 199- 2910) ns

FIGURA 20: Distribui¢do de pacientes segundo o niumero de linfocitos T totais, presenca de reagdo e periodo do
tratamento.

Na comparacdo entre os seis subgrupos de pacientes ndo foi encontrada

significancia estatistica entre nenhum dos subgrupos (figura 21).
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FIGURA 21: Média dos valores da contagem de linfécitos T nos seis subgrupos estudados.

4.2.1.2 Linfocitos T auxiliares (CD4")

As médias das contagens de linfocitos T CD4" nos grupos de pacientes com
formas reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/mm3, foram, respectivamente,
768.9 £ 77.83, sendo o menor valor, 144 e o maior, 1882 ¢ 817.6 + 45.57, sendo o menor

valor 413 e o maior 1413.
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Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica (Figura 22).
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FIGURA 22: Média dos valores da contagem de linfocitos T CD4" em pacientes com e sem formas reacionais

de hanseniase (p>0,05).
Periodo do Sem reacéo Com Reacdo
Tratamento Média + Desvio-padrao Média + Desvio-adrao p
(Células/mma3) (Células/mm3)
Antes 743 + 388 (N=5, var.421- 1309) 751 £ 424 (N=3, var. 276-1090) ns
Durante 728 + 161 (N=8, var. 413- 947) 795 + 378 (N=9, var. 302- 1359) ns
Apbs 869 + 265 (N=21, var. 451- 1413) 762 = 523 (N=25, var. 144- 1882) ns

FIGURA 23: Distribuicdo de pacientes segundo o niimero de linfocitos T auxiliares, presenga de reagdo e

periodo do tratamento.

Na comparacdo entre os seis subgrupos de pacientes ndo foi encontrada

significancia estatistica entre nenhum deles (Figura 24).
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FIGURA 24: Média dos valores da contagem de linfocitos T auxiliares nos seis subgrupos estudados (p>0,05).

4.2.1.3 Linfocitos T citotoxicos (CDS")

As médias das contagens de linfocitos T CD8" nos grupos de pacientes com
formas reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/rnm3, foram, respectivamente,
427,2+248.8, sendo o menor valor, 56 € o maior, 1049 € 394,6+ 142,6, sendo o menor valor

120 e o maior 702.

Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica (figura 25).
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FIGURA 25: Média dos valores da contagem de linfocitos T CD8" em pacientes com e sem formas reacionais

de hanseniase.



59

Periodo do Sem reacéo Com Reacdo
Tratamento Média + Desvio-padrao Média + Desvio-padrao p
(Células/mma3) (Células/mm3)
Antes 279 £ 150 (N=5, var. 120-446) 441 £ 328 (N=3, var.96- 749) ns
Durante 435 + 159 (N=8, var. 194- 702) 435 + 160 (N=9, var. 201-757) ns
Apbs 407 + 127 (N=21, var.197- 655) 423 + 274 (N=25, var. 56- 1049) ns

FIGURA 26: Distribui¢do de pacientes segundo o numero de linfocitos T citotdxicos, presenga de reagdo e

periodo do tratamento.

Na compara¢do entre os seis subgrupos de pacientes ndo foi encontrada

significancia estatistica (figura 27).
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FIGURA 27: Média dos valores da contagem de linfocitos T citotoxicos nos seis subgrupos estudados.

4.2.1.4 Linfécitos T CD4" CD8"

As médias das contagens de linfocitos T CD4" CD8" nos grupos de pacientes com
formas reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/mm3, foram, respectivamente,
26,51+30,62, sendo o menor valor 0 € o maior, 127 e 24,32+21,38, sendo o menor valor 5,0 €

o maior, 90,0.
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Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica (Figura 28).

Linfocitos T CD4+ CD8+ Com reacao X Sem reacao
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FIGURA 28: Média dos valores da contagem de linfocitos T CD4'CD8" em pacientes com e sem formas

reacionais de hanseniase (p>0,05).

Periodo do Sem reagéo Com Reagéo
Tratamento Meédia + Desvio-padréo Meédia + Desvio-padréao p
(Células/mma3) (Células/mm3)
Antes 22,0 +21,4 (N=5, var. 5- 54) 47,0 + 39,6 (N=3, var. 6-85) ns
Durante 22,9 + 13,2 (N=38, var. 7-47) 28,8 + 36,4 (N=9, var. 4-123) ns
Apo6s 25,4 +24,5 (N=21, var. 6-90) 23,2 + 27,7 (N=25, var. 0- 127) ns

FIGURA 29: Distribuicio de pacientes segundo o ntimero de linfécitos T CD4'CDS8’, presenca de reagdo e

periodo do tratamento.

Na comparacdo entre os seis subgrupos de pacientes foi ndo encontrada

significancia estatistica entre nenhum deles (figura 30).



61

Linfécitos T CD4+CD8+
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FIGURA 30: Média dos valores da contagem de linfécitos T CD4'CD8+ nos seis subgrupos estudados
(p>0,05).

4.2.1.5 Linfocitos B (CD19")

As médias das contagens de linfocitos B CD19" nos grupos de pacientes com
formas reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/mm’ , foram, respectivamente
303,8+291,5, sendo o menor valor, 6 € 0 maior, 1376 € 264+106, sendo o menor valor 68,0 €
o maior 535.0.

Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significincia estatistica (figura 31).
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FIGURA 31: Média dos valores da contagem de linfocitos B CD19" em pacientes com e sem formas reacionais

de hanseniase (p>0,05).
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Periodo do Sem reacéo Com Reacdo
Tratamento Média + Desvio-padrao Média + Desvio-padrao p
(Células/mma3) (Células/mm3)
Antes 248 + 97,3 (N=5, var. 152- 379) 112 + 81,2 (N=3, var. 21-177) ns
Durante 277 + 135 (N=8, var. 112- 535) 312 £ 166 (N=9, var. 27- 533) ns
Apbs 263 + 101 (N=21, var. 68- 464) 324 + 336 (N=25, var. 6- 1376) ns

FIGURA 32: Distribuigdo de pacientes segundo o niimero de linfocitos B, presenca de reagdo e periodo do

tratamento

Na comparacdo entre os seis subgrupos de pacientes foi

significancia estatistica entre nenhum deles (figura 33).

FIGURA 33: Média dos valores da contagem de linfocitos B nos seis subgrupos estudados (p>0,05).
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4.2.1.6 Linfocitos NK (CD3'CD16 CD56")

ndo encontrada

As médias das contagens de linfocitos NK nos grupos de pacientes com formas

reacionais ¢ sem formas reacionais, dadas em células/mm3, foram, respectivamente

226,1+£172,5, sendo o menor valor 25 e o maior 911 e 309,5+218,6, sendo o menor valor 63 e

0 maior 837.
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Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica (figura 34).
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FIGURA 34: Média dos valores da contagem de linfécitos NK CD3'CD16'CD56" em pacientes com e sem

formas reacionais de hanseniase (p>0,05).

Periodo do Sem reagéo Com Reagéo
Tratamento Meédia + Desvio-padréo Meédia + Desvio-padréo p
(Células/mma3) (Células/mm3)
Antes 174 £ 86,3 (N=5, var. 63- 298) 127 £ 32,6 (N=3, var. 90- 150) ns
Durante 313 £237 (N=8, var. 98-833) 304 + 244 (N=9, var. 76-911) ns
Apbs 340 + 228 (N=21, var. 69- 837) 210 + 144 (N=25, var. 25- 645) p=0,0228

FIGURA 35: Distribuigdo de pacientes segundo o numero de linfocitos NK, presenca de reagdo e periodo do

tratamento.

Na comparagdo entre os seis subgrupos de pacientes foi encontrada significancia

estatistica entre R-/Ap e R+/Ap com p= 0,0228 (figura 36).
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FIGURA 36: Média dos valores da contagem de linfocitos NK nos seis subgrupos estudados.

4.2.1.7 Linfécitos NKT (CD3'CD16" CD56")

As médias das contagens de linfocitos NKT nos grupos de pacientes com formas
reacionais e sem formas reacionais, dadas em células/mm’, foram, respectivamente
114,3+154, sendo o menor valor, 13 e o maior, 928 ¢ 92,41+67,47, sendo o menor valor 12 ¢
0 maior 292.

Na comparagdo entre os grupos de pacientes com forma reacional e sem forma

reacional ndo foi encontrada significancia estatistica (figura 37).
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FIGURA 37: Média dos valores da contagem de linfécitos NKT CD3'CD16'CD56" em pacientes com e sem

formas reacionais de hanseniase (p>0,05).
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Periodo do Sem reacao Com Reagéo
Tratamento Meédia + Desvio-padréo Meédia + Desvio-padréo p
(Células/mm3) (Células/mm3)
Antes 154 £ 129 (N=5, var. 12- 292)* 90.7 £ 55,2 (N=3, var. 30-138) ns
Durante 101 £ 52,9 (N=8, var. 16- 160) 93.9 + 69,9 (N=9, var. 24- 256) ns
Apbs 74.5 + 43,3 (N=21, var. 15- 165)* 125 + 183 (N=25, var. 13- 928) ns

*Foi encontrada significancia estatistica entre os subgrupos R-/An e R-/Ap, em que p< 0,05.

FIGURA 38: Distribui¢do de pacientes segundo o numero de linfocitos NKT, presenga de reagdo e periodo do

tratamento.

Na comparagdo entre os seis subgrupos de pacientes foi encontrada significancia

estatistica entre R-/An e R-/Ap com p< 0,05 (figura 39).
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FIGURA 39: Média dos valores da contagem de linfocitos NKT nos seis subgrupos estudados

4.2.2 Comparagao de grupos por forma reacional

Os pacientes com formas reacionais de hanseniase foram agrupados de acordo
com o tipo de reagdo: tipo 1 (1), tipo 2 (2) ou mista, em que ha os dois tipos de reagao (3),

cujo numero de pacientes era, respectivamente, 27, 3 e 7.
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4.2.2.1 Linfocitos T (CD3")

As médias das contagens de linfocitos T nos grupos de pacientes com reacao tipo
1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm?®, foram:
e Tipo 1=1216%678,5, sendo o menor valor 240 e o maior 2908;
e Tipo 2=776+510,9, sendo o menor valor 199 e o maior 958;
e Mista= 1429+675,1, sendo o menor valor 694 ¢ o maior 2744;

Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (figura 40).
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FIGURA 40: Média dos valores da contagem de linfocitos T nos diferentes tipos de reagao.

4.2.2.2 Linfocitos T auxiliares (CD4")

As médias das contagens de linfocitos T CD4 nos grupos de pacientes com reagio
tipo 1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm’, foram:
e Tipo 1=785,1 £473,1, sendo o menor valor 150 e o maior 1882;
e Tipo 2=525,7£344,1, sendo o menor valor 144 e o0 maior 812;

e Mista= 810,9+550,2, sendo o menor valor 160 e o maior 1802;
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Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (figura 41).
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FIGURA 41: Média dos valores da contagem de linfécitos T CD4 " nos diferentes tipos de reacdo.

4.2.2.3 Linfocitos T citotoxicos (CDS")

As médias das contagens de linfocitos T CD8 nos grupos de pacientes com reagio
tipo 1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm3, foram:
e Tipo 1=411,2+£237,4, sendo o menor valor 69 e o maior 1049;
e Tipo 2=222+144,6, sendo o menor valor 56 e o maior 321;
e Mista= 576,9+268,4, sendo o menor valor 233 € o maior 970;

Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (figura 42).
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Linfocitos T CD8+ e Tipos de reacado
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FIGURA 42: Média dos valores da contagem de linfécitos T CD8" nos diferentes tipos de reagdo.

4.2.2.4 Linfécitos T CD4'CD8"

As médias das contagens de linfocitos T CD4 CD8 nos grupos de pacientes com
reacdo tipo 1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm3, foram:
e Tipo 1=131,04£33,76, sendo o menor valor 3 e o maior 127;
e Tipo 2= 8,667+7,234, sendo o menor valor 4 ¢ o maior 17,
e Mista= 16,71+17,5, sendo o menor valor 0 € o maior 50;

Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (Figura 43).
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FIGURA 43: Média dos valores da contagem de linfécitos T CD4"CD8" nos diferentes tipos de reagio.
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4.2.2.5 Linfocitos B (CD19")

As médias das contagens de linfécitos B CD19" nos grupos de pacientes com
reagdo tipo 1, tipo 2 ¢ mista, dadas em células/mm’, foram:
e Tipo 1=265,4+235,8, sendo o menor valor 21 e o maior 1069;
e Tipo 2=122,3£115, sendo o menor valor 6 € o0 maior 236;
e Mista= 529,7+426,4, sendo o menor valor 195 e o maior 1376;
Na comparagao entre os trés grupos simultaneamente foi encontrada significancia
estatistica (p = 0,0495), mas quando foram comparados dois grupos de cada vez, ndo foi

encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (figura 44).
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FIGURA 44: Média dos valores da contagem de linfécitos B CD19" nos diferentes tipos de reagio.

4.2.2.6 Linfocitos NK (CD3CD16" CD56")

As médias das contagens de linfocitos NK nos grupos de pacientes com reagao

tipo 1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm’, foram:
e Tipo 1=245,3+187, sendo o menor valor 25 e o maior 911;
e Tipo 2= 195+145,8, sendo o menor valor 93 e o maior 362;

e Mista= 165+115,7, sendo o menor valor 25 e o maior 393;



70

Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (Figura 45).
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FIGURA 45: Média dos valores da contagem de linfocitos NK nos diferentes tipos de reagdo.

4.2.2.7 Linfocitos NKT (CD3'CD16" CD56")

As médias das contagens de linfocitos NKT nos grupos de pacientes com reacao

tipo 1, tipo 2 e mista, dadas em células/mm3, foram:
e Tipo 1=90,93+63,22, sendo o menor valor 19 e o maior 278;
e Tipo 2=28,67+14,29, sendo o menor valor 13 e o maior 41;
e Mista=241,3+316,2, sendo o menor valor 36 € o maior 928;

Nao foi encontrada significancia estatistica entre nenhum dos grupos (figura 46).
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FIGURA 46: Média dos valores da contagem de linfocitos NKT nos diferentes tipos de reagéo.
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4.2.3 Comparagao de grupos por forma clinica

Foram feitas analises estatisticas entre os grupos distintos de pacientes de acordo
com as formas reacionais (BT, BB, BV e VV), porém nao foram encontrados resultados

estatisticamente significantes.
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5 DISCUSSAO

A hanseniase ¢ uma doenca cujo espectro varia de acordo com a imunidade do
hospedeiro, por isso se apresenta de varias formas que vao do polo em que hd muita atividade
imunologica celular (polo tuberculoide) até o polo em que ha pouca ou nenhuma atividade
imunologica celular (polo virchowiano) (ARAUJO, 2003).

O Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em niimero de casos de hanseniase
(OMS, 2012) e o Ceard ¢ considerado endémico, apresentando alto coeficiente de deteccao
geral a cada ano (CEARA, 2012).

No desenvolvimento da imunidade contra o Mycobacterium leprae, os linfocitos
sdo cé€lulas que tém um papel fundamental (MODLIN et al., 1988). Este estudo buscou
descrever as subpopulagdes de linfocitos em pacientes com formas reacionais de hanseniase e
compara-los com os que nao as apresentaram.

A maioria dos estudos com resposta imunoldgica na hanseniase avaliou os niveis
de citocinas (ANTAS et al., 2004) ou pesquisou as células presentes na lesdo tecidual
(MODLIN et al., 1983a; MODLIN et al., 1983b). Aquele que mais se assemelhou ao presente
estudo foi conduzido por Rea et al. (1984) que utilizou também citometria de fluxo, mas
pesquisou apenas linfocitos T totais, linfocitos T auxiliares e T supressores por meio de
anticorpos monoclonais OKT3, OKT4 e OKTS8, comparando pacientes com hanseniase com
controles saudaveis e pacientes com lipus eritematoso sistémico (LES). Neste estudo, 122
pacientes com hanseniase foram comparados a 23 controles saudaveis e 27 pacientes com
lapus eritematoso sistémico, sendo observada linfopenia as custas de células OKT3, OKT4 e
OKTS8 nos pacientes com forma lepromatosa e sem formas reacionais. Ademais, foi observada
reducdo de células OKT4 positivas em pacientes com hanseniase e reacdo reversa em padrao
semelhante ao observado no grupo de individuos com lapus. Em outro estudo, Modlin et al.
(1985) compararam subpopulacdes de linfocitos T em pacientes com e sem ENH no sangue e
na lesdo, porém os resultados encontrados na lesdo ndo podem ser comparados aos do sangue,
considerando que os linfécitos sdo células importantes na formag¢do do granuloma da
hanseniase e que poderia haver migracdo destas células do sangue periférico para o sitio da
lesio (CRAWFORD; HARDWICKE, 2011).

Mais recentemente, foram pesquisadas subpopulacdes linfocitarias e receptores de
quimiocinas em sangue periférico, porém a comparagao foi feita em grupos pequenos, com

seis casos e cinco controles sauddveis e nao foi considerada a presenga de formas reacionais.
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Foi encontrada diferenca estatisticamente significante apenas nos linfocitos NKT
(MENDONCA et al., 2008Db).

No presente estudo a comparagdo entre os grupos de pacientes com formas
reacionais e sem formas reacionais ndo evidenciou diferenca estatistica em relagdo a nenhuma
subpopulagdo linfocitaria. Resultado diferente do encontrados por Modlin et al. (1985) em
que foram comparados ENH (reagdo do tipo 2), com pacientes VV sem ENH e houve uma
linfopenia e redugdo proporcional dos linfécitos T totais, T auxiliares e T citotoxicos no grupo
sem reagdo. J& foi observado que na reagdo do tipo 1, apenas 30% dos granulomas apresentam
linfocitos T CD8", sendo a grande maioria localizados na periferia (MODLIN et al., 1983b).

Quando foram comparados subgrupos de pacientes de acordo com a presenca de
formas reacionais de hanseniase: com reacdo (R+) ou sem reacdo (R-) e o periodo em que
estavam em relacdo a MDT: antes (An), durante (Du) ou apés (Ap) foram encontradas
diferengas apenas entre as subpopulacdes de linfocitos NK (CD3'CD16" CD56") e NKT
(CD3"CD16" CD56").

Entre os subgrupos nos linfocitos NK, foi encontrada significancia estatistica na
comparag¢do entre R-/Ap e R+/Ap (p=0,0228) em que ambos os grupos sdo de pacientes que ja
terminaram a MDT e a média de linfocitos entre os pacientes sem rea¢ao foi maior do que os
com reagdo: R-/Ap (340+228 células/mm’) e R+/Ap (210+144 células/mm’).

Nos linfécitos NKT a média apresentou-se maior estatisticamente significante no
subgrupo R-/An (154+129 células/mm’) do que no R-/Ap (74,5+43,3 células/mm’),
corroborando com resultado encontrado por MENDONCA et al. (2008b). Também foram
encontrados linfocitos NKT em lesdes de pacientes com hanseniase tuberculoide e com
reagdo do tipo 1 (MEMPEL et al., 2000).

Na comparagdo de grupos por forma reacional (tipo 1, tipo 2 e mista) foi
encontrada significancia estatistica apenas em linfécitos B (CD19") quando comparados
simultaneamente os trés grupos (p=0,0495), mas ndo na comparacao de dois a dois. Um
aumento na quantidade de células CD19+ foi observado nos pacientes que apresentaram
forma reacional mista. A andlise entre os grupos de pacientes com diferentes formas
reacionais ficou limitada pelo nimero reduzido de pacientes no grupo com reagdo tipo 2 e
mista, respectivamente, 3 ¢ 7 em comparacao ao numero de pacientes com reacao tipo 1 (27).

Foi demonstrada através de imunohistoquimica a presenga de linfocitos B,
inclusive de plamdcitos, em lesdes ativas de pacientes com forma VV, BL com bidpsia
negativa ¢ TB (IYER, et al., 2007), porém ndo tivemos conhecimento de trabalhos que

estudaram a presenca de linfocitos B em sangue periférico.
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Na analise entre os grupos de pacientes por forma clinica também ndo foram
encontradas diferenca significativas. Provavelmente, a limitacdo para esta comparagdo se
deveu a necessidade de um tamanho amostral maior que permitisse a formagao de subgrupos
com numero maior de pacientes.

Apesar de todos os pacientes deste estudo terem sido submetidos a biopsia de
lesdo cutanea, nao foi possivel relacionar estes achados de resultados das bidpsias (exame
histopatologico) com aqueles encontrados na citometria de fluxo. Para que tal relacdo fosse
realizada seria necessaria a realizagdo de imunohistoquimica para caracterizagdo de
subpopulagdes linfocitarias no tecido. Esta analise permitiria uma compreensao mais clara do

papel de linfécitos na resposta imunologica ao M. leprae.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo a comparagao entre os grupos de pacientes com e sem formas
reacionais nao evidenciou diferenca estatistica em relacdo as subpopulagdes linfocitarias
estudadas, porém quando comparados subgrupos de pacientes de acordo com a presenca de
formas reacionais de hanseniase e o periodo em que estavam em relacio a MDT foi
encontrada redugido de linfocitos NK (CD3'CDI6" CD56") no grupo de pacientes pos-
tratamento com rea¢do em relagdo ao grupo pods-tratamento sem reagdo. A populacido de
células NKT (CD3'CD16" CD56") estava reduzida no grupo sem reagdo pos-tratamento
quando comparado ao grupo sem reacdo antes do tratamento. Também se observou um
aumento na populagio CD19" nos individuos com reagdo do tipo mista, quando comparados

simultaneamente com os de tipo 1 e tipo2.
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