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APRESENTACAO

No volume Ill da cole¢do Patologia intitulado: Doengas Bacterianas e fungicas,
apresentamos em capitulos, diversos artigos de pesquisas realizadas em diferentes
regides. A tematica contempla a pesquisa basica que inclui estudos sobre os agentes
infecciosos, dados epidemioldgicos, diagndsticos e tratamentos, bem como teméaticas
correlacionadas.

O crescimento destas infeccbes se caracteriza como um grave problema de
saude publica, em especial pelo aumento da resisténcia microbioldgica aos tratamentos
disponiveis. Neste sentido, é extremamente importante que os profissionais que
atuam na area da saude conhegam os agentes infecciosos, suas caracteristicas, seus
agravos, suas incidéncias regionais e sistemas de prevencéo e tratamento.

A multidisciplinaridade dos trabalhos apresentados tem como objetivo explorar
a producao de conhecimentos sobre as infeccbes relevantes no Brasil, tais como a
sifilis, a tuberculose, hanseniase, infeccbes fungicas, entre outras.

A obra é fruto do esforco e dedicagao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacao
de conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa somar
conhecimentos e permitir uma visdo critica e contextualizada; além de inspirar os
leitores a contribuirem com pesquisas para a promoc¢éo de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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CAPITULO 13

QUIMIOCINAS E CITOCINAS EM SORO DE PACIENTES
COM HANSENiASE ATUAM COMO MARCADORES
SOROLOGICOS NAS REACOES HANSENICAS
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RESUMO: A hanseniase é uma doenca
infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium
leprae, cujo espectro clinico e imunoldgico pode
acarretar morbidades, causando impactos na
saude publica. O desenvolvimento de reacgdes
hansénicas € uma das principais complicacées
da hanseniase. As reacbes sao eventos
inflamatoérios agudos que podem ser divididos
em tipo 1 (RR) e tipo 2 (ENH), podendo causar

Patologia 3: Doencgas Bacterianas e Fungicas

dano nervoso e incapacidades. O objetivo deste
estudo foi avaliar a producéo espontanea de
marcadores imunoldgicos no soro de pacientes
com hanseniase com e sem reag¢des hansénicas
comparando-0s com controles sadios para
validar estas moléculas como biomarcadores
sanguineos de reagdes. Citocinas e quimiocinas
foram medidas em soro por ELISA sanduiche
em um corte transversal de 52 pacientes com
hanseniase assim divididos: 17 individuos sem
reacdo hansénica (SR); 22 individuos com
reacéo tipo 1 (RR) e 13 com reacgao tipo 2 (ENH).
Além desses foram recrutados 30 controles
sem a doencga. Houve diferengas significantes
na producéo das citocinas IL-6, IL-183, IL-12p40
e IL-17, assim como das quimiocinas CCL2,
CCL3, CCL4, CXCL-9 e IL-8 entre individuos
com hanseniase (N=52) e controles sem a
doenca (p<0,05). Na comparacéo estratificada
por grupos de pacientes com e sem reacoes
hansénicas e controles, as principais diferencas
observadas foram entre individuos com ENH
e controles, com aumento significante de IL-
12p40, IL-10, IL-6, CCL3, CCL4, CXCL-9 e IL-8
(p<0,05). Nossos dados reforcam uma resposta
imune exacerbada na hanseniase e episédios
importante producédo de
citocinas e quimiocinas ativadas por antigenos

reacionais com

bacilares fragmentados, causando uma intensa
inflamacao refletida de forma sistémica.
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hansénicas, citocinas, quimiocinas, soro

ABSTRACT: Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae,
whose clinical and immunological spectrum can cause morbidities, impacting on public
health. The development of leprosy reactions is one of the main complications of leprosy.
Reactions are acute inflammatory events that can be divided into type 1 (RR) and type
2 (ENH), which can cause nerve damage and disability. The objective of this study
was evaluating the spontaneous production of immunological markers in the serum of
leprosy patients with and without leprosy reactions, comparing with healthy controls to
validate these molecules as blood biomarkers of reactions. Cytokines and chemokines
were measured in serum by sandwich ELISA in a cross section of 52 patients with
leprosy divided as follows: 17 individuals without reactions (SR); 22 individuals with
type 1 reactions (RR) and 13 with type 2 reactions (ENL). In addition, 30 health controls
were enrolled. There were significant differences in the production of cytokines IL-6,
IL-1B, IL-12p40 and IL-17, and chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CXCL-9 and IL-8
among individuals with leprosy (N = 52) and controls without the disease (p<0.05). In
the comparison stratified by groups of patients with and without reactions and controls,
the main differences observed were between individuals with ENL and controls, with
significant increase of IL-12p40, IL-10, IL-6, CCL3, CCL4, CXCL-9 and IL-8 (p=<0.05).
Our data reinforce an exacerbated immune response in leprosy as well as reactional
episodes with important production of cytokines and chemokines, activated by
fragmented bacillary antigens, causing an intense inflammation systemically reflected.
KEYWORDS: Leprosy, leprosy reactions, cytokines, chemokines, serum

11 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Clinicos e Imunoldégicos da Hanseniase

Etiopatogénese. A hanseniase pode ser definida como uma infec¢ao
micobacteriana granulomatosa crbénica que afeta principalmente a pele e os nervos
periféricos, causada pelo M. leprae, bacilo alcool-acido resistente (BAAR) intracelular
obrigatdrio e que mostra tropismo para células do sistema reticuloendotelial e sistema
nervoso periférico (células de Schwann). O M. leprae foi identificado pelo médico
noruegués Gerhard Armauer Hansen em 1873 e, portanto, & também chamado
bacilo de Hansen. Essa predilecédo por células de Schwann é explicada pela ligacao
especifica ao dominio G da cadeia laminina-a2, que é expressa especificamente na
lamina basal de nervos periféricos (Shimoji, Ng et al. 1999). O dano neural, reconhecido
por muitos autores como a complicagcdo mais séria da hanseniase, é iniciado pela
infeccdo e acompanhado por uma série de eventos imunoldgicos, cuja evolugdo e
sequelas frequentemente se estendem por muitos anos ap0s a cura do processo
infeccioso. A lesdo do nervo € a marca registrada da infeccédo por M. leprae, que
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resulta da invasao do bacilo nas células de Schwann do sistema nervoso periférico
e é responsavel pela maior parte das deformidades e incapacidades desta doenca.
Embora os pacientes possam ser curados da infecgéo pela poliquimioterapia (PQT),
as sequelas imunopatologicas responsaveis pelas deformidades caracteristicas da
hanseniase podem continuar durante e mesmo ap0s a terapia antimicrobiana.

Mecanismos de transmissao da hanseniase. Acredita-se que a transmissao
da hanseniase ocorra por contato estreito e prolongado entre um individuo susceptivel
e um paciente bacilo-infectado néo tratado através da inalacéo dos bacilos contidos na
secrecao nasal ou goticulas de Fltigge. A principal via de transmissdo é a mucosa nasal
(Shepard 1962; Job 1990; Job et al. 2008; Martins et al. 2010). Meios de transmisséo
como sangue, transmissao vertical, leite materno e picadas de insetos, também séo
possiveis (Pedley 1967; Melsom et al. 1981; Bona et al. 1985; Santos et al. 2001).
Uma vez que o patdégeno penetra numa célula, a replicagcdo prossegue lentamente
até que as células T reconhegcam os antigenos micobacterianos iniciando uma reacao
inflamatoria crénica que induz uma pronunciada resposta imune celular nos individuos
acometidos e que afeta principalmente a pele, ramos nervosos periféricos, mucosa
do trato respiratério superior e olhos (Eichelmann K. 2013; Lastoria e de Abreu 2014).

Classificacao das formas clinicas. Varias classificacbes foram propostas
para a hanseniase ao longo dos anos. A classificacdo de Madrid, estabelecida no
“International Leprosy Congress”, realizada em Madrid em 1953, & baseada nas
caracteristicas clinicas e no resultado de esfregacos cutaneos, dividindo a hanseniase
em dois grupos, sendo um imunologicamente instavel: indeterminados e borderlines,
e 0 outro grupo formado por dois tipos polares estaveis: tuberculbide e lepromatosa
(Languillon e Carayon 1986; Lastoria e Abreu 2014).

O sistema de classificacéo de Ridley & Jopling (1962,1966) utiliza o conceito de
hanseniase espectral com base em critérios clinicos, imunoldgicos, histopatologicos e
bacteriologicos (Ridley e Jopling 1962; Ridley e Jopling 1966). Inclui dois tipos polares,
estaveis e mutuamente excludentes: tuberculbide (TT) e lepromatoso (LL) e o grupo
borderline [borderline-tuberculbide, (BT); borderline-borderline, (BB); e borderline-
lepromatoso, (BL)], bem como a forma indeterminada, fase inicial, ndo granulomatosa
da doenca.
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Figura 1- Espectro da Classificacdo da hanseniase segundo Ridley- Jopling

Fonte: (Goulart, Penna et al. 2002) — adaptado. Espectro clinico da hanseniase: a imunidade celular (IC)
medida pelo teste de Mitsuda € inversamente proporcional a carga bacilar, medida pelo indice baciloscopico
(IB). O esquema demonstra o perfil espectral da doenca e esta baseado na classificacao de Ridley e Jopling:

TT (tuberculéide), BT (borderline-tuberculéide), BB (borderline-borderline), BL (borderline-lepromatosa), LL
(lepromatosa). Estao incluidos aspectos da resposta imune Th1 e Th2 do paciente e os episodios reacionais RR
(reacéo reversa) e ENH (eritema nodoso Hansénico).

Casos indeterminados sao considerados como representantes da fase inicial da
doenca. Estes casos instaveis eventualmente se movem em direcéo a um dos polos,
mas a progressao pode ser interrompida com o tratamento e uma cura é possivel. A
forma lepromatosa é considerada como sendo a extremidade dinédmica, progressiva,
sistémica e infecciosa do espectro. A baciloscopia sera positiva e a reacdo de Mitsuda
(teste de lepromina intradérmica) sera negativa devido a auséncia de imunidade
especifica mediada por células. A hanseniase tuberculbide (TT) € estavel, raramente
contagiosa e pode até ser autolimitante. O teste de Mitsuda é positivo nesses pacientes,
a doenca € localizada, onde ha uma vigorosa resposta celular, poucos bacilos e lesbes
limitadas. A baciloscopia geralmente € negativa (Goulart, Penna et al. 2002; Lastoria
e de Abreu 2014).

A classificacdo mais utilizada atualmente &€ de RIDLEY e JOPLING, de 1966,
devido esta classificacdo ser considerada mais completa. Em 1982, a OMS, com fins
operacionais e terapéuticos, estabeleceu uma classificacdo simplificada baseada no
indice bacilar (IB). De acordo com esta classificacdo, a hanseniase foi dividida em
paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), e os pacientes PB sdo aqueles que tém um IB
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inferior a 2+ e os pacientes com MB sao aqueles com IB superior ou igual a 2+ (WHO
1982). Em 1988, nos casos em que o exame de microscopia de esfregaco de pele
esta indisponivel, a OMS recomendou o uso de uma classificagédo puramente clinica,
estabelecendo como casos PB aqueles pacientes com até cinco lesbes cuténeas e /
ou apenas um tronco nervoso envolvido, enquanto casos MB sao aqueles com mais
de cinco lesdes cutédneas e / ou mais de um tronco nervoso envolvido (WHO 1988).
No entanto, quando o exame de microscopia de esfregaco de pele esta disponivel,
0s pacientes com resultados positivos sao considerados MB, independentemente do
numero de lesdes. Assim, os pacientes TT e BT indeterminados estdo incluidos no
grupo PB. O grupo MB inclui BB, BL, LL (Lastoria e de Abreu 2014).

Imunopatologia. A hanseniase é causada por uma Unica espécie do
microrganismo, no entanto diferencas do hospedeiro relativas a suscetibilidade a
infeccdo resultam em diferencas importantes na gravidade da expressado da doenca.
ApoOs sua entrada no macréfago, o M. leprae induz a producédo de TNF, IL-12, IL-10 e
TGF-B1.AIL-10 e TGF-B1 desativam os proprios macrofagos, aumentam a proliferagao
bacilar e contrapdéem os efeitos do TNF, IFN-y e IL-12 com predominio de resposta
Th2 na forma LL (Goulart et al. 1996). Estudos imunohistoquimicos revelam que nos
granulomas LL, as células TCD8+ estdo misturadas com macréfagos e células TCD4+
e podem atuar suprimindo a resposta imune mediada por células (Sieling et al. 1993)
com o predominio de resposta Th2 e de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5 e IL-10. Nos
individuos borderlines (BT, BB e BL), a progressiva reducao da resposta imune celular
€ acompanhada por lesbes de pele e nervos mais numerosas, aumento da carga
bacilar e dos niveis de anticorpos (Ottenhoff 1994). Aimunidade humoral esta presente
nas formas LL e BL, com altos titulos de anticorpos especificos contra o glicolipideo-
fenolico 1 (PGL-1), antigeno especifico do M. leprae, sem, contudo, conferir protecao
significativa, pois os individuos seguem com disseminacgao bacilar (Goulart, Penna et
al. 2002). Na extremidade oposta do espectro da doencga, a forma tuberculéide (TT),
ha predominio de resposta Th1 e producéao de citocinas tais como IL-2, IFN-y, TNF, IL-
1B entre outras (Kindler et al. 1989; Silva 1989). Macréfagos sob a influéncia dessas
citocinas, juntamente com os linfocitos, formam o granuloma nas lesdes (Roach et al.
2002), ricos em células T CD4+ por dentro e em células T CD8+ na area externa que
0 envolve, resultando em intensa atividade fagocitica (Mendonca et al. 2008). Estudos
mostram que ambas as respostas (Th1 e Th2) podem agir sinergicamente impedindo
a proliferacéo bacilar, mas também podem se tornar lesivas ao organismo, causando
lesbes cutaneas e neurais, na auséncia de fatores regulatorios (Foss 1997; Sampaio
e Sarno 1998).

Estados Reacionais. Durante todo o curso natural da doencga, os pacientes
também podem desenvolver complicagdes clinicas, como as reagdes hansénicas. Tais
reacdes sao episddios agudos localizados ou sistémicos e caracterizados por ativacao
/ reativacao intensa e subita das respostas imunologicas / inflamatérias do hospedeiro
que frequentemente afetam pele e nervos periféricos que se néo diagnosticados e
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tratados prontamente podem causar comprometimento irreversivel da funcdo nervosa
e incapacidades permanentes (Rodrigues e Lockwood 2011; Fava et al. 2012). Os
quadros reacionais podem surgir antes ou, mais frequentemente, durante ou apos
o tratamento. A duracdo e o numero desses surtos reacionais dependem muitas
vezes da forma clinica, bem como do indice baciloscépico inicial (BECX-BLEUMINK
1992; Kahawita 2008). Existem dois tipos principais de reagdes hansénicas: reacao
do tipo 1 ou reacéo reversa (RR), e reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso hansénico
(ENH), Figura 2. Os pacientes também podem desenvolver o fendmeno de Lucio
(FL), que também & conhecido como eritema necrosante, hanseniase lepromatosa
difusa, eritema multiforme e neurite. No entanto, estes episddios representam uma
pequena proporcao de todos os casos de reacgdes hansénicas. O diagnostico dos
estados reacionais é realizado através do exame fisico geral e dermatoneuroldgico
do paciente. Tais procedimentos sdo também fundamentais para o monitoramento do
comprometimento de nervos periféricos e avaliagdo da terapéutica antirreacional. A
identificacdo dos mesmos nao contraindica o inicio do tratamento (PQT/OMS). Se os
estados reacionais aparecerem durante o tratamento, este ndo deve ser interrompido,
mesmo porque reduz significativamente a frequéncia e a gravidade das reagdes. Se
forem observados apds o tratamento especifico para a hanseniase, ndo € necessario
reinicia-lo e sim iniciar a terapéutica antirreacional (M. da Saude 2005).

Figura 2 - Aspectos da Reacao Tipo 1 (RR) e Reacgao Tipo 2 (ENH).

Foto: Reacéo tipo 1 e reacdo tipo 2. [A] Paciente BL + Neurite e reacao reversa (RR). O paciente apresenta placa
eritematosa grande, de aspecto edematoso, bordas irregulares e bem definidas, revelando pequenas pépulas e
placas satélites, situadas na face anterior do membro inferior. [B] Paciente apresenta a forma Lepromatosa (LL) e
Eritema Nodoso hansénico (ENH): observa-se a presenga de nodulos inflamatérios situados no dorso durante a
reacdo. Nodulos inflamatérios subcutaneos simetricamente distribuidos, placas vermelhas e nédulos em conjunto
com areas de eritema e também pulrpura e vesiculas ocorrem em qualquer regiéo.

Em geral observada em pacientes borderline apés o inicio da terapéutica, a RR
costuma ser mais precoce e ocorre, principalmente, em pacientes com as formas BT,
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BB e BL (Ridley e Jopling 1966). Excepcionalmente essa reacao pode ser observada na
forma LL (Foss 2003; Behr e Schurr 2006). Epis6dios de RR acometem entre 10 e 33%
dos pacientes com hanseniase e surgem, geralmente, durante o tratamento ou apos
0 primeiro ano da alta e apresentam as seguintes caracteristicas clinicas: infiltracao
de lesbes antigas associada ao surgimento de novas lesées em forma de manchas
ou placas infiltradas, eritema, dor, lesdes vésico-bolhosas, ulceracdes, hiperestesia,
parestesia, mal estar, dor ou espessamento de nervos periféricos com perda da funcao
sensitivo-motora e, mais raramente, febre. A imunopatogénese da RR é caracterizada
pela imunidade do tipo Th1 e aumento de citocinas pro-inflamatérias, como IP-10/
CXCL10, IFN-y, IL-1, IL-2 e IL-12 (Nath et al. 2015). Os corticosteroides, drogas de
escolha no tratamento, suprimem o processo inflamatoério, causando diminuicéo das
citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF, sendo de grande importancia na recuperagao
da funcéo nervosa depois da reacao (Britton e Lockwood 2004).

As reacoes tipo 2 (ENH) sao caracterizadas pelo surgimento abrupto de nédulos
que podem variar de poucos a inumeros, de coloragao résea, que podem evoluir
para necrose nas formas mais graves do ENH. Também vém acompanhadas de
sintomatologia sistémica relacionada ao acometimento ocular, hepatico, esplénico, de
linfonodos, peritonio, testiculos, articulagdes, tenddes, musculos, 0ssos e rins. Pode
haver febre, leucocitose e, geralmente se apresentam em multiplos episddios (Nery et
al. 2006; Pocaterra et al. 2006). O uso de corticoides no tratamento da reacao reversa
e da talidomida para o tratamento do eritema nodoso € recomendado pela organizacao
mundial de saude (Guerra et al. 2004; WHO 2006; Teixeira et al. 2010).

A identificacdo de marcadores laboratoriais para predizer a ocorréncia de
episédios reacionais continua sendo uma prioridade na pesquisa de hanseniase com
o objetivo de prevenir sequelas irreversiveis. Varios estudos tém sido realizados com
o intuito de encontrar biomarcadores relevantes no diagnostico e ou progndstico das
reacoes hansénicas. CXCL10 e IL-6 tem se mostrado como potenciais marcadores
plasmaticos para o diagnostico de RR, ja a imunopatogénese do ENH é bastante
complexa e caracterizada pelo aumento de citocinas pré-inflamatérias tais como
IFN-y, IL-1B, TNF, IL-6, IL-12 em individuos que exibem inicialmente uma resposta
imune predominantemente humoral (Kahawita 2008; Lockwood et al. 2008). Pode
haver leucocitose, estimulacdo policlonal de anticorpos, queda do produto C3d do
sistema complemento e presenca de imunocomplexos nos tecidos lepromatosos,
caracterizando uma sindrome de imunocomplexos (Naafs 1994). As complicacdes das
reacdes hansénicas tém um impacto importante sobre a saude do paciente, juntamente
com um grande estigma psicologico, social e econémico. Além disso, estas reacdes
necessitam de tratamento em longo prazo com farmacos como corticosteroides,
talidomida e agentes imunossupressores que estdo associados com muitos efeitos
secundarios e aumento da morbidade (Walker et al. 2011; Machado et al. 2015).
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2 | MATERIAIS E METODOS

Participantes e coleta de sangue.

Utilizando o modelo transversal, foram selecionados 52 casos de hanseniase
de ambos os sexos, com idades entre 18 e 65 anos, de dois centros ambulatoriais
de referéncia em hanseniase da Bahia, Brasil. Os pacientes foram diagnosticados de
acordo com as diretrizes do Ministério da Saude do Brasil, que fornece um protocolo
para classificacéo pelo escore de Ridley-Jopling e pela classificacdo de campo da
OMS. Os individuos incluidos foram classificados em trés grupos: pacientes sem
reacdes de hanseniase (grupo SR), com reacgao tipo 1 (grupo RR) ou com reacgéo tipo
2 (grupo ENH). Todos os pacientes leram e assinaram um termo de consentimento
informado. A aprovacdo para o uso das amostras foi obtida do Comité de Etica do
Hospital Universitario Prof. Edgar Santos, da Universidade Federal da Bahia (nUmero
891.963). Todos os pacientes foram tratados com a MDT/OMS. Os pacientes que
estavam em terapia com esteroides, talidomida ou com qualquer outra doenca
sistémica foram excluidos do estudo. Sangue foi colhido por pung¢éo venosa, coletado
em tubos a vacuo sem anticoagulante e centrifugado a 20.000g por dez minutos.
Amostras hemolisadas foram descartadas. O soro obtido foi armazenado a -70° até
o uso. O grupo de controles sadios foi constituido por doadores de sangue que nao
apresentavam infeccao pelo bacilo M. leprae nem qualquer outra doenga infecciosa e
possuiam resultados negativos para sorologia de: HIV, HTLV-1 e 2, HCV e HBV, além
de nao serem contactantes de pacientes.

Dosagem das Citocinas por Elisa.

Os niveis das citocinas IL-1p3, IL-6, IFN-y e IL-12p40, IL-17 e IL-10 foram medidos
no soro usando kits comerciais de R&D (R & D Inc., Minneapolis, MN, EUA) e (BD
OptEIA™ Set human), utilizando o protocolo recomendado pelo fabricante. Para medir
os niveis de TNF, foi utilizada uma técnica sanduiche ELISA de alta sensibilidade
(NOVEX®, Termo Fisher, Inc), também seguindo as instrucbes do fabricante. A
densidade Optica foi medida no espectrofotdbmetro a 450 nm. Os resultados foram
expressos em pg/ml, com base em comparag¢des com curvas padrao para cada kit de
citocinas.

Dosagem das quimiocinas por ELISA.

Os niveis das quimiocinas IL-8, CCL3, CCL4 e CCL2, CXCL-9, CXCL-10 foram
medidas no soro usando kits comerciais de R&D Systems (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, MN, USA) e BD OptEIA ™ Set humana (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA), respectivamente, de acordo com os protocolos do fabricante. A densidade
Optica foi medida no espectrofotdmetro a 450 nm. Os resultados foram expressos em
pg/ml, com base em comparag¢des com curvas padréo para cada kit de quimiocinas.
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Analise estatistica

Os resultados do ELISA foram analisados utilizando o software GraphPadPrism5.

A comparagao de dois grupos independentes foi realizada por meio do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes quando o valor de p foi abaixo de 0,05 (p=0,05).

3 1 RESULTADOS

3.1 Dosagem de Citocinas e Quimiocinas Em Soro de Pacientes Com Hanseniase

e Controles Sadios.

Foram dosadas pela técnica de ELISA sanduiche um painel de citocinas (IL-6,
IL1-B, IL-12p40, IL-17, TNF, INF-y e IL-10) e quimiocinas (CXCL-9, CXCL-10, CCL2,
IL-8, CCL3 e CCL4) em soro de pacientes sem surto reacional, pacientes com RR,

ENH e controles sadios. Os valores de p referentes a cada uma das comparagdes

realizadas sao mostrados na Tab. 1.

Citocina Com
/Qui- Todosos  ENHx — RRx Sem  eacio ENHx RRx ENHx
L Casos x Contro- Contro- reacéo x
miocina x Sem RR SR SR
Controles les les Controles _
(Soro) reacao
Citocina
B _ p H p = _ p = p = p = p =
IL-6 P=0047 5008 0071 P=0840 507 0268 0308  0.046
) p< p= p< = p= p= p= p=
IL-12p40 4 6001 0.0003 0.0001  0.0007 0361 0903 0387 0496
) _ _ p= B p= p= p= p=
IL-1p p=0036 p=019 443 P=0264 333 a45 0252 0.757
. _ p = = _ p = p = p = p =
IL-17 p=0042 S0 0022 P=0024 oy 0653 0837 0525
_ p = = _ p = = = p =
THE P=0482 54577 oses  P=9321 o016 0365 0114  0.033
. _ p = p = _ p = = p = p =
IL-10 p=0887 44999 091 P=0261  (0e2 0012 0404  0.005
) _ p= p= B p= p= p= p=
IFN-y ~ p=0476 514 0297 P=092 359 0592 0874 0517
Quimiocina
_ _ p = p = _ p = p = = p =
IL-8 P=0000 5900 0005 P=92% 0088 0051 0299  0.032
" P< P = - _ p= p= p=
CXCL-9 40001 <0.0001 0000 P=0001 p=0119 ,"ae 4386 003
_ _ p = _ _ p = p = p = p =
CXCL-10 p=0960  45n P=0711 p=0076 40649 0267 0125  0.047
_ p= p= B p= p= p= p=
CCL3  p=0028 g5 0184 P=0171 gz 0123 0698 0433
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CCL4

CCL2

p = 0.011

p =0.000

p =
0.002

p:

0.361

p =
0.011

p =
0.002

p =0.961

p =0.000

p =
0.038

p =
0.957

p = p = p =
0.657 0.100 0.042
p= p= p=
0.199 0.457 0.332

Tabela 1. Comparagéo das concentracdes sérica de citocinas e quimiocinas entre os grupos de
pacientes com hanseniase com e sem reag¢do hansénica e os controles sem a doenca.

A tabela mostra os resultados representativos do grupo de pacientes com Reacéo Reversa (RR) (N=22), Eritema
Nodoso Hansénico (ENH) (N=13), pacientes Sem Reacéo (SR) (N=17) e os controles sem a doenca (N=30). A
concentracao das moléculas do soro foi realizada por técnica de ELISA sanduiche. Resultados estatisticamente
significativos, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; Teste de Mann-Whitney.

Os resultados mostram que a excecao das citocinas IFN-y, TNF e IL-10, houve
diferencas significantes na comparacao entre pacientes com hanseniase e controles
sem a doenca, com 0s pacientes expressando maiores concentracbes destas
citocinas em relagéo aos controles (Figura 3). Por outro lado, na analise da produgéo
de quimiocinas, observamos que os pacientes com hanseniase produzem mais IL-
8, CXCL-9, CCL3 e CCL4 e, por outro lado, menos CCL2 em relagdo aos controles.
N&o foi observada diferenca nas concentra¢des de CXCL-10 nessa comparacao geral

(Figura 4).
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Figura 3. Producao de citocinas em pacientes com hanseniase com e sem evidéncia de reagao
hansénica (N= 52) e controles sem a doenca (N= 30). A dosagem foi realizada por ELISA no
soro e os resultados expressos em pg/mL. Os valores que sao estatisticamente significativos

séo indicados como:*p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001; Teste de Mann-Whitney.
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Figura 4. Produgéo de quimiocinas em pacientes com hanseniase com e sem evidéncia de
reacdo hansénica (N=52) e controles sem a doenga (N=30). A dosagem foi realizada por ELISA
no soro e os resultados expressos em pg/mL. Os valores que sdo estatisticamente significativos

séo indicados como: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; Teste de Mann-Whitney.

Na analise estratificada entre pacientes com e sem surtos reacionais e controles
sadios, observamos que as maiores diferencas na produ¢ao das citocinas e quimiocinas
em relagcéo a outros grupos ocorreram entre pacientes com ENH. Esses pacientes
produziram significativamente maiores quantidades de IL-12p40, IL-10 e IL-6 (Figuras
5A, D e F); CCLS3, CCL4, CXCL-9 e IL-8 (Figuras 6A, B, D e F) em relacao a controles
sadios. E maiores concentragdes de IL-10, IL-6 e TNF (Figuras 5D, F e G) e CCL4,
CXCL-9, CXCL-10 e IL-8 (Figuras 6B, D, E, F) também foram observadas em relagcéao
a pacientes com hanseniase, sem evidéncia de surto reacional e controles sadios.
No caso de IL-10 essa diferenga também foi observada entre pacientes com ENH em
comparacao com RR (Figura 5D).
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Figura 5. Comparacéo dos niveis de citocinas IL-12p40 (A), IFN-y (B), IL-1B (C), IL-10 (D), IL-17

(E), IL-6 (F) e TNF(G) no soro de pacientes com hanseniase e controles sem a doenga. O Teste

de Mann-Whitney foi usado para analisar as diferencas estatisticas entre os grupos RR (N =22),
ENH (N=13), SR (N= 17) e controles sadios (N=30). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Controles RR ENH SR

Foram observadas diferencas significativas na producédo de IL-12p40, CCL4,
CXCL-9 e IL-8 entre pacientes com RR e controles sadios (Figuras 6A, B, D e F) e, ao
contrario do observado para ENH, diferencas também para IL-13 e CCL2 (Figuras 5C
e 6C). Nao houve diferencas nas concentracdes entre pacientes com RR e pacientes
sem reacgdes hansénicas. Adicionalmente, na comparagao entre pacientes sem reacao
e controles, destaca-se a producao estatisticamente significante entre maior producao
de IL-12p40 (Figura 5A), IL-17 (Figura 5E), CXCL-9 (Figura 6D) e menor producéo de
CCL2 (Figura 6C). Na comparacéo entre pacientes com (ENH + RR) e sem reacdes

hansénicas, observamos diferengas significantes na producdo de TNF (Figura 5G),

CCL4 e CXCL-10 (Figuras 6B e E).
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Figura 6. Comparacgéo dos niveis de quimiocinas CCL3 (A), CCL4 (B), CCL2 (C), CXCL-9 (D),
CXCL-10 (E) e IL-8 (F) no soro de pacientes com hanseniase e controles sem a doencga. O
Teste de Mann-Whitney foi usado para analisar as diferencas estatisticas entre os grupos RR (N
=22), ENH (N=13), SR (N= 17) e controles sadios (N=30). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

41 DISCUSSAO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica, polar, cujo espectro clinico vai

deste a forma Tuberculdide, passando pelas formas intermediarias ou Bordelines,

até a forma Lepromatosa da doenca. Além disso, episodios inflamatérios agudos

denominados reag¢des hansénicas podem contribuir para o aumento do dano nervoso

e incapacidades permanentes. Esse largo espectro clinico é determinado por

caracteristicas clinicas e imunoldgicas diretamente dependentes da forma pela qual

o hospedeiro responde a infeccéao pelo M. leprae. Na avaliacdo imunolégica realizada

neste estudo observamos uma maior produgcao de citocinas e quimiocinas no soro

de pacientes com hanseniase em relacao aos controles sadios. De fato, essa maior

producéo seria esperada porcontado processo infeccioso. Houve algumas modificacoes
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marcantes nessa comparacao geral, e como exemplo destaca-se uma grande diferenca
na producao de IL-12p40 entre casos e controles. Corroborando dados anteriores,
dados em culturas de PBMC estimuladas com antigeno de M. leprae mostram maior
producéo de IL-12p40 em células de pacientes em relacédo a controles (Libraty et al.
1997). Entretanto em citocinas-chave como IFN-y, TNF e IL-10 essa diferenca nao
foi observada. Apesar de isentos de imunossupressores, mas considerando a PQT,
pode ser que essas citocinas ja estejam moduladas por conta da reducao do estimulo
antigénico e seus niveis, portanto, comparaveis aos dos controles. No caso especifico
de pacientes reacionais, a dapsona e clofazimina possuem efeitos anti-inflamatorios
que podem explicar essa reducéo (Madan et al. 2011). Em adicdo, dados mostram
queda de IFN-y, TNF e IL-10 em pacientes apds o inicio do tratamento (Madan et al.
2011; Freitas et al. 2015). Na analise estratificada, entre pacientes com e sem surtos
reacionais e controles sadios, observamos que as maiores diferencas na producéo
das citocinas e quimiocinas ocorreram entre pacientes reacionais, especialmente no
ENH. Os surtos reacionais se caracterizam por episodios inflamatérios agudos, com
sintomas envolvendo nddulos eritematosos, febre, astenia e artralgia. Nossos dados
estdo em concordancia com outros da literatura que documentam maior producéo
de citocinas e quimiocinas nestes pacientes. Moraes et al. (2000) mostraram que
IL-12 € mais expressa no sangue e tecidos de pacientes reacionais, 0 que sugere
a participacdo dessa citocina no desenvolvimento de reacdes; Stefani et al. (2009)
observaram elevada producéo de IL-6 no plasma de pacientes reacionais em relacao
a pacientes nao reacionais, e, em outro estudo, a producédo de IL-6 foi maior em
pacientes com ENH em relagéo a pacientes multibacilares néo reacionais (Belgaumkar
et al. 2007). No6s também observamos uma diferenca nas concentracbes de TNF
entre pacientes reacionais (RR+ENH) e n&ao reacionais. Varios estudos mostram uma
maior produgcao dessa citocina em pacientes com reagdes, especialmente no ENH
(Sarno et al. 1991; Khanolkar-Young et al. 1995). Esses resultados sao relevantes na
patogénese da hanseniase, pois algumas citocinas pré-inflamatérias contribuem com
a defesa por meio da atividade macrofagica, mas a inflamacgao exacerbada aumenta o
dano tecidual e compromete o estado geral dos pacientes. Em adicdo, em um estudo,
comparando casos de RR e ENH, os niveis de IL-10 foram mais elevados no ENH
(Madan et al. 2011), esses dados sdo consistentes com nossos resultados. Maiores
concentragcdes das quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10 tem sido observada no plasma
de pacientes em relagao a controles (Mendonca et al. 2007; Mendonca et al. 2008);
e CXCL-10 tem sido apontada como um marcador de reac¢ao do tipo 1 (Scollard et
al. 2011). No nosso estudo a uUnica diferenca nas comparacoes feitas com CXCL-
10 ocorreu entre pacientes reacionais com RR e ENH em comparacdo com nao
reacionais. CXCL-9 por sua vez, teve uma producdo muito maior nos pacientes em
relacéo aos controles, mas, por outro lado, néo foi observada diferenca significante na
producao entre pacientes com e sem reacdo como ocorreu para CXCL-10. No caso
da quimiocina CCL2, houve maior producéo nos controles em relacdo aos casos. O
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CCL2 é uma quimiocina importante na atracdo e adesao dos macréfagos nos sitios
inflamatérios. Hasan et al. (2006) mostraram reducao da expressao de CCL2 induzida
por TNF nas culturas de células de pacientes com a forma lepromatosa, o que poderia
contribuir para a disseminacéo do bacilo. Outras quimiocinas como IL-8, CCL4 e CCL3
séo importantes no recrutamento de neutrofilos e linfocitos para os sitios de infeccéao
micobacterianas (Hasan, et al. 2004; Hasan et al. 2006; Schuring et al. 2009) e podem
ter implicacbes na imunopatogenicidade da hanseniase e suas reacoes.

A producao sérica de citocinas e quimiocinas espelha processos inflamatorios
e pode servir como marcadores de doenca de diferentes estagios e formas clinicas.
De uma maneira geral, os dados no soro dos pacientes com hanseniase multibacilar,
especialmente nos pacientes com ENH, mostram que os componentes do bacilo e
a destruicdo das células hospedeiras continuam a estimular a resposta imune de
forma crénica no curso da doenca sendo, portanto, um dos gatilhos necessarios
para a manutencao do processo inflamatério observado de forma sistémica nestes
pacientes. A hanseniase é uma doenca negligenciada e apesar dos progressos no
conhecimento de sua patogénese nas ultimas décadas, muito precisa ser avancado
até que cheguemos ao desenvolvimento de uma vacina ou a quebra definitiva do
ciclo de transmissao da doenca. Além disso, o diagnostico precoce pode ser a chave
para erradicar a doenca e evitar lesées graves, que causam deformidades e causam
grande impacto psicoldgico e social aos individuos acometidos.
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