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RESUMO

Estudos acerca da imunologia da hanseniase sdo fundamentais para o entendimento das diversas formas
de manifestacdo clinica da doenca, bem como para elaborar novas perspectivas no desenvolvimento de
futuras estratégias direcionadas a possibilidades de profilaxia. Linfocitos Tul sdo elementos cruciais na
resposta imunoldgica contra micobactérias. Nestas doengas, os linfocitos Tn17 e uma das suas principais
citocinas, a interleucina-17 tem demonstrado serem imprescindiveis na elaboracdo de uma resposta
imunoldgica eficaz, podendo direcionar o padréo de respostas imunoldgicas para o polo Tul ou Th2. Na
hanseniase, o envolvimento dos linfocitos Ty1l7 e da interleucina-17 é desconhecido. Este trabalho
acrescenta mais um capitulo ainda ndo investigado nos aspectos imunolégicos que envolvem a
hanseniase, identificando os linfécitos Tul7 e a interleucina-17 em pacientes portadores de hanseniase
antes e durante o tratamento poliquimioterapico, comparando o0s resultados entre pacientes
paucibacilares e multibacilares e também os investigando em relacdo ao interferon-y, citocina que
reconhecidamente promove efeito imunoldgico protetor, e que parece estabelecer mecanismos
reguladores importantes em relagdo a frequéncia de linfécitos Tul7 e de interleucina-17. Foram
analisadas amostras de sangue total de pacientes de hanseniase no momento do diagndstico e ao segundo
més de tratamento. As amostras foram estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) e com o bacilo de
Calmete-Guerin (BCG). Posteriormente procedeu-se a deteccdo das citocinas intracitoplasmaticas e
analise das amostras em citdometro de fluxo (FACScalibur™, BD Pharmingen®). Foi observado que, em
pacientes com as formas multibacilares da hanseniase, existe uma frequéncia significativamente menor
de células Tr17. Além disto, percebeu-se uma producdo de interferon-y e de interleucina-17 também
significativamente menor em relacdo aos pacientes portadores das formas paucibacilares, e ainda uma
correlagdo positiva entre o0s niveis destas mesmas citocinas, apds estimulo com a PHA e o BCG em
ambos os grupos estudados. Nos pacientes multibacilares ap6s o inicio da poliquimioterapia, houve uma
expansdo na frequéncia de células Ty17 e também um incremento na produgdo de ambas as citocinas.
Nos pacientes paucibacilares, ndo houve modificacdo no perfil imunoldgico encontrado anteriormente
a poliquimioterapia. Os resultados sugerem que os linfocitos Tul7 e a IL-17 participam ativamente na
elaboragdo da resposta imune da hanseniase, e a sua frequéncia estéa diretamente relacionada a um efeito

imunoldgico protetor, que contribui para a promocao da cura dos pacientes com hanseniase.

Palavras-Chave: Hanseniase. Linfécitos. Twl. Tul7. Interleucina-17. Interferon-y.



ABSTRACT

Studies on the immunology of leprosy are fundamental to the understanding of the various
forms of clinical manifestation of the disease and to develop new perspectives in the
development of future strategies aimed at prevention possibilities. Th1 lymphocytes are crucial
elements in the immune response against mycobacteria. In these diseases, lymphocytes TH17
and one of its key cytokines, interleukin-17 have been shown to be essential in developing an
effective immune response, and may direct the pattern of immune responses to Tw1 or Tu2 pole.
In leprosy, involvement of lymphocyte Th17 and interleukin-17 is unknown. This paper adds
yet another chapter investigated the immunological aspects involving leprosy; identifying
lymphocytes Thl7 and interleukin-17 in leprosy patients before and during chemotherapy
treatment, comparing the results between patients paucibacillary and multibacillary and finally,
investigating them in relation to interferon-y, a cytokine known to promote immune protective
effect, and it seems important to establish regulatory mechanisms in relation to the frequency
of lymphocytes Th17 and interleukin-17. We analyzed blood samples from leprosy patients at
diagnosis and the second month of treatment. Samples were stimulated with
phytohemagglutinin (PHA) and with bacillus Calmete-Guerin (BCG). Subsequently was
proceeded intracytoplasmic cytokine detection and analysis of samples at the flow cytometer
(FACScalibur, BD Pharmingen). In patients with multibacillary leprosy, there is a significantly
lower frequency of Th17 cells. Besides there is a production of interferon-y and interleukin-17
also significantly lower compared to patients with paucibacillary forms. A positive correlation
between the levels of these same cytokines after stimulation with PHA and BCG in both groups
was noted. In multibacillary after the start of polychemotherapy, there was an expansion in the
frequency of Tw17 cells and an increase in production of both cytokines. Paucibacillary patients,
there was no change in the immunological profile found anteriorly to polychemotherapy. The
results suggest that Tw17 lymphocytes and I1L-17 participate actively in the development of the
immune response of leprosy, and their frequency is directly related to an immune protective

effect, which helps to promote the healing of leprosy patients.

Keywords: Leprosy. Lymphocytes. Tul. TH17. Interleukin-17. Interferon-y.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase permanece como um grave problema de satde publica em varios paises
do mundo, destacando-se a India e o Brasil, que ocupa o segundo lugar mundial em casos novos
registrados da doenca. A apresentacdo clinica da doenca é ampla e variavel, e depende
basicamente dos mecanismos imunologicos definidos mediante a interacéo do agente etioldgico
e 0 seu hospedeiro (SUGITA, 1995).

Até o presente momento, admite-se que a definicdo para a evolucéo clinica da doenca é
dada mediante a capacidade do organismo de elaborar respostas imunoldgicas dicotdmicas,
havendo a predominéncia de uma resposta imune celular, contribuindo para o controle da carga
bacilar e consequentemente da afeccdo, levando a apresentacdo clinica das formas
paucibacilares da doenca, ou por outro lado, preponderancia da resposta imunol6gica humoral,
levando a disseminacdo e as apresentacdes clinicas das formas multibacilares da doenca. Esta
dicotomia ¢ atribuida até entdo, entre outros fatores, a dois subgrupos populacionais celulares:
os linfocitos Thl e os linfocitos T2, que através da producdo de determinadas citocinas,
definiriam o direcionamento clinico para o desenvolvimento da hanseniase em suas variadas
apresentacdes (TALHARI, NEVES, 2006).

Apobs a descoberta recente de uma terceira subpopulacdo linfocitéria, definida como
linfocitos Twl7, cujo verdadeiro papel protetor ou ndo ainda ndo estid estabelecido na
hanseniase, além da producdo da interleucina-17, que é apontada como o principal subproduto
desta mesma subpopulacédo celular, faz-se necessario que o0s conceitos sobre a imunologia da

hanseniase sejam revistos e ampliados. (WINN, 2005).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Conceito

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, de evolucdo cronica, provocada pelo
Mycobacterium leprae que recebeu esta denominagdo em homenagem ao seu descobridor
Gerhard Hansen, médico noruegués, em 28 de fevereiro de 1873. (GETZ, 1958).

O bacilo tem uma afinidade particular pelas células de Schwann do sistema nervoso
periférico (WEDDELL et al, 1959).

A hanseniase além de infecto-contagiosa é uma doenga dermatoldgica, neuroldgica,
imunoldgica e sistémica e apresenta varias manifestacoes clinicas. Este fenébmeno é explicado
por diferencas encontradas nos hospedeiros susceptiveis para o Mycobacterium leprae.
Imunologicamente os pacientes apresentam um comprometimento da imunidade celular contra
0 Mycobacterium leprae sem que nenhum outro fendmeno seja detectado. (SUGITA, 1995).

Estudos evidenciam que em varias cepas isoladas ndo existe variacdo de viruléncia, o
que pode corroborar que sua evolucdo depende da interacdo bacilo versus hospedeiro e

relacionar este fendmeno as diversas apresentacgdes clinicas da doenga (REES, 1965).

2.2 Hanseniase como agravo de saude publica

A Hanseniase permanece sendo um dos agravos de salde publica de maior relevancia
em nosso Pais. O quantitativo de casos confirmados da doenga aumenta a cada ano. Segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude, o Brasil ocupa o primeiro lugar de prevaléncia
mundial da doenca por cada 100.000 habitantes e o segundo lugar mundial de casos novos
confirmados, perdendo apenas para a india (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
2010).

No Brasil, foram confirmados 39.561 novos casos no ano de 2009. (BRASIL, 2010).

O municipio de Caruaru em Pernambuco apresenta elevado coeficiente de deteccdo de
casos novos e foi escolhido para a realizagéo do presente estudo.

A doenca é altamente incapacitante em sua forma mais grave e a sua eliminacéo ¢ a
meta da OMS, que pleiteia tornar a prevaléncia mundial da doenca em indices menores que
1/10.000 habitantes. A introdugdo da poliquimioterapia e os estudos cientificos que apontam a
sua eficacia tornaram-se um marco no combate a doenca. No entanto, 0 aumento no nimero de

casos novos diagnosticados a cada ano, sobretudo nos paises endémicos, incita os pesquisadores
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a perscrutarem cada vez mais os complexos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
hanseniase, com as aten¢des voltadas principalmente para as suas formas mais graves, onde ndo
obstante a eficacia da poliquimioterapia, permanecem presentes as irreversiveis incapacidades
e deformidades delas decorrentes. (TALHARI, NEVES, 1984).

2.3 Hanseniase e genética

E consensual que a resisténcia a hanseniase é uma caracteristica genética transmitida
por um par de genes autossomicos dominantes. No entanto, apesar da decodificacdo gendmica
completa do M leprae ter sido realizada, ainda ndo foi elucidado satisfatoriamente qual o
conjunto de genes que estariam envolvidos na susceptibilidade para a hanseniase. Varios
estudos realizados em diferentes paises demonstram o envolvimento de varios genes
pertencentes ao sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA), (ESCAMILLA-TILCH M,
TORRES-CARRILLO NM, PAYAN RR, et al2012), ao sistema Killer cell immunoglobulin-
like receptors (KIR), o qual, regula a atividade de células natural killer pela interacdo com o
sistema HLA classe 1, e ao sistema de antigenos de histocompatibilidade maior de classe 1
relacionado ao gene A (MICA) e ao gene B (MCIB). (TOSH K; RAVIKUMAR M; BELL JT,
2006).

2.4 Classificacao clinica da hanseniase

A classificacdo clinica da hanseniase segue os critérios estabelecidos em Madri, que
considera dois polos imunologicamente estaveis e opostos, o virchowiano polar (V) e o
tuberculdide polar (T) e dois grupos instaveis, o indeterminado (1) e o dimorfo (D), que
evoluiriam para um destes polos estaveis. (MADRID, 1953).

Ridley e Jopling em 1966 dividiram os portadores de hanseniase em tuberculOides
polares (TT) (Fig. 2), subdividiu o grupo dimorfo em dimorfos-tuberculdides (DT) (fig. 3)
dimorfos-dimorfos (DD) (Fig. 4 5 e 6) e dimorfos-virchowianos (DV) (fig. 7) e, finalmente, no
outro extremo do espectro em virchowianos polares (VV) (Fig. 8,9 e 10). (RIDLEY, JOPLING,
1966).

No Brasil, admite-se a forma | citada desde Madrid, que representaria a fase de infeccéo
inicial com manifestagdes peculiares, e que pode evoluir para qualquer uma as formas definidas

por Ridley e Jopling. (fig. 1).
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Os individuos VV e os individuos TT representam as formas polares do espectro
imunologico e de manifestacédo clinica, e os individuos I, DT, DD e DV correspondem aqueles
que sdo imunologicamente instaveis, podendo desenvolver caracteristicas que ora se
aproximem do poélo virchowiano, ora que se aproximem do polo tuberculGide, ou ainda
localizarem-se no meio do espectro, com manifestacdes especificas e também medianas dos
dois grupos polares.

Existe ainda uma forma clinica de hanseniase onde ndo se verificam lesdes cutaneas.
Segundo Pannikar et al (1983), esta forma deve ser classificada a parte como hanseniase neural
priméria. Nestes casos, 0 comprometimento neuroldgico surge na auséncia completa de lesGes
cutaneas, que, contudo, podem surgir tardiamente, sugerindo uma instalacdo da infeccdo em
alguns nervos periféricos de predilecdo para o bacilo, que antecederia as lesdes dermatoldgicas
ou mesmo seria exclusiva desta localizacdo. Nestes casos surge o desenvolvimento de
mononeuropatia simples ou mudltipla e/ou polineuropatia. (PANNIKAR, ARUNTHATHI,
CHACKO, FRITSCHI, 1983).

Estas situacGes podem representar um verdadeiro desafio diagndstico, podendo ser
diferenciadas de varias doencas neuroldgicas e reumatoldgicas. A sua confirmacdo pode ser
constatada principalmente mediante a realizacdo de bidpsia e estudo histopatol6gico do nervo
acometido, e sugerida através da realizacdo de eletroneuromiografia. Clinicamente podem ser
observados espessamento neural, dor esponténea e a palpagdo, com neurite associada. Ha casos,
contudo, onde estes sintomas encontram-se ausentes evidenciando-se 0 comprometimento
neural pela hanseniase apenas ap0s a subsequente instalacdo de incapacidades sensitivo-
motoras (fig. 11). (ANTUNES, CHIMELLI, JARDIM et al, 2012).

Figura 1- Hanseniase indeterminada (1).

Fonte: acervo particular do autor.
Notas: Macula hipocrémica de limites pouco precisos com alteracao
de sensibilidade



Figura 2 - Hanseniase tubercul6ide polar (TT).
7 e

rFigura 3- Hanseniase dimorfa-tuberculide (DT).

Fonte: acervo particular do autor
Notas: As lesdes satélites (setas) extrapolando a lesdo principal
sugere a forma dimorfa-tuberculéide.
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Figura 5 — Hanseniase dimorfa-dimorfa (DD).

Figura 4 — Hanseniase dimorfa-dimorfa
(DD).

Fonte: acervo particular do autor Fonte: acervo particular do autor

Notas: As regides palmo-plantares também Notas: Placas foveolares disseminadas em
podem ser acometidas e ndo podem ser térax e abdome O aspecto finamente granuloso
negligenciadas ao exame fisico. dos bordos lesionais neste caso, ndo é usual.

Figura 6 - Hansenfase dimorfa-dimorfa (DD). Figura 7 - Hanseniase D.virchowiana (DV).

Fonte: acervo particular do autor Fonte: acervo particular do autor
Notas: Extensa placa coexistindo com

Notas: variante clinica. Forma “dimorfa

hipocromiante”. hansenomas (setas)
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Figura 8 - Hanseniase Virchowiana polar Figura 9 - Hanseniase Virchowiana polar (VV).

(V).

Fonte: acervo particular do autor Fonte: acervo particular do autor

Notas: Hanseniase Virchowiana: nédulos e Notas: Hanseniase Virchowiana: infiltragdo
tubérculos (hansenomas) disseminados no caracteristica dos pavilhdes auriculares
tegumento.

Figura 10: Hanseniase Virchowiana polar (VV).

Fonte: acervo particular do autor.

Notas: comprometimento neural. Amiotrofias interdsseas,
ostedlise em 5° quirodactilo esquerdo, ulceracdo traumética em
2° quirodactilo direito, hematoma subungueal em 4°
quirodactilo direito e pequena equimose pés-traumética em 5°
quirodactilo direito. Lesbes adquiridas em consequéncia da
perda da sensibilidade protetora.
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Figura 11: Hanseniase Neural Primaria.

>

Fonte: acervo particular do autor.

Notas: comprometimento neural na auséncia de lesdes cutaneas.
Acentuada amiotrofia, retragdes em todos os quirodactilos com a
formagdo de “garra” neural e a presenga de “mdo caida”. Mao
da paciente amparada pelo examinador para a realizagdo da
fotografia. Reflete comprometimento dos nervos ulnar, mediano e
radial, Ultimo nervo a ser atingido nestes casos. Evolucdo de
longa data (11 anos), sem diagnostico.

2.5 ReagOes Hansénicas

As reagdes hansénicas, podem ser definidas como estados clinicos inflamatérios agudos,
relacionados com uma rapida mudanga na resposta imunolégica do hospedeiro, que interrompe
o curso crénico usual e a estabilidade clinica de pacientes com hanseniase. Trata-se de resposta
imunologica frente aos antigenos bacilares do Mycobacterium leprae. Todas as formas clinicas
de hanseniase podem desenvolver reagGes hansénicas, menos a forma indeterminada.
(MASTRANGELO, MARCER, CEGOLONE et al, 2008).

As reacOes hansénicas podem acontecer antes da poliquimioterapia (10% dos pacientes),
durante a poliquimioterapia (50% dos pacientes) e apdés a poliquimioterapia (30%) dos
pacientes. Classicamente sdo divididas em reagdo do tipo 1 ou reacdo reversa e reagdo do tipo
2. Varios fatores podem ser considerados precipitantes para a ocorréncia destes surtos
reacionais: gravidez, parto, puberdade, infeccdes intercorrentes, em especial a tuberculose,
vacinacdes, cirurgia, medicamentos iodados (por exemplo, o iodeto de potassio) além do
estresse fisico e emocional. A reacdo do tipo 1 acontece por exacerbacdo da imunidade celular
e clinicamente corresponde a uma exacerbacdo das lesGes pré-existentes ou mesmo 0

surgimento de novas lesdes que passam a assumir aspectos inflamatérios: eritema, edema
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aumento da temperatura local e em algumas ocasides, hiperestesia que pode ser traduzida por
sensacdo dolorosa paradoxal. Acomete preferencialmente os individuos tuberculdides,
dimorfos tuberculoides e dimorfos-dimorfos, podendo levar a uma melhora do quadro clinico
ou ser catastrofica, levando a grave comprometimento neural e a ocorréncia subita de
incapacidades permanentes. Podem perdurar durante meses, até anos (Figuras 12 e 13).
(TALHARI, NEVES et al, 2006).

Analises de bidpsias antes, durante e ap0s a ocorréncia das reacdes hansénicas em
estudos conduzidos por RIDLEY & RADIA no ano de 1981 em 12 individuos dimorfos,
permitiram subdividir as rea¢des hansénicas tipo 1 em “up-grading”, quando o fenémeno foi
acompanhado por decréscimo do indice baciloscdpico em relacdo ao inicial e o estudo
histopatoldgico apds a ocorréncia do surto reacional evidenciou que as lesdes passaram
apresentar padrdes semelhantes a histopatologia dos individuos tuberculoides; e em “down-
grading”, quando ocorre piora do indice baciloscopico e a bidpsia pos-reacional exibe
histopatologia tipicamente dimorfa, alternando entre padrdes tuberculdides e virchowianos.
(RIDLEY, RADIA, 1981).

O tratamento da reacdo tipo 1 inclui desde o uso de anti-inflamat6rios ndo-hormonais
como o &cido acetilsalicilico, até o uso de corticoterapia sistémica com a prednisona. (URA,
2007).

Figura 12 - Reagéo hansénica tipo 1 — Face Figura 13 - Reacéo hansénica tipo 1. Mesmo

anterior do térax. paciente da figura anterior — Dorso.
n 2 » o k. N >, >

>

Fonte: acervo particular do autor. _ Fonte: acervo particular do autor.
Notas: Paciente dimorfo, com intensa Notas: Reacéo exacerbada que levou & formacéo
infiltracdo das lesbes prévias de hanseniase de bolhas (setas) em duas das lesdes.

que assumiram aspectos inflamatorios.
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Wemambu e cols., demonstra o primeiro mecanismo imunoldgico para as reagdes
hansénicas do tipo 2, identificando o depdsito de imunoglobulinas e de fragdes do sistema
complemento nas paredes dos vasos de lesbes de eritema nodoso, considerada a principal, mas
ndo a unica, manifestacdo deste estado reacional ( WEMAMBU, TURK, WATERS, 1969).

A partir desta observacdo, foi sugerido que os mecanismos envolvidos em sua
etiopatogenia seriam semelhantes aqueles descritos por Arthus em 1903.

Estes estudos foram posteriormente contestados por outros autores, que perceberam a
deposicdo de imunocomplexos extra-vasculares como o resultado da ruptura de pequenos
granulomas virchowianos, divergindo do classico fendmeno descrito por Arthus.

Mais recentemente, evidenciou-se este depdsito de imunocomplexos tanto no interior
dos vasos quanto nos tecidos, a depender da intensidade do processo inflamatério.
Clinicamente, consideram-se trés variantes clinicas: o eritema nodoso hansénico, a reacao
eritema-polimorfo-like e o fendbmeno de Lucio. O eritema nodoso hansénico trata-se do
surgimento de nodulos eritematosos ou purpuricos, dolorosos, disseminados pelo corpo, com
tendéncia a distribuicdo simétrica ao longo dos membros inferiores e superiores (Fig. 14).
Durante os episddios, os pacientes podem sofrer sintomatologia geral: febre, dores nas
articulacdes, miosite, linfadenite, iridociclite, orquite, glomerulonefrite, hepato-esplenomegalia
e edema doloroso de nervos. Apds uma a duas semanas, os nddulos podem regredir, embora as
recorréncias sejam frequentes. Situacdes exacerbadas podem ocorrer, levando a ulceracéo e
necrose destas lesdes, podendo vir a ser considerado de ocorréncia grave, sobretudo quando
acomete a face, quando a reparacdo final das les6es pode resultar em cicatrizes inestéticas
desfigurantes e indeléveis. Na reacdo eritema polimorfo-like, as lesdes cutaneas sdo menos
nodulares que as do eritema polimorfo. Tratam-se de placas e maculas eritematosas ou
purpuricas com localizagdo preferencial em face, tronco e extremidades. As placas podem
desenvolver vesiculas, bolhas e também ulcerar e necrotizar. Histopatologicamente a reacdo
hansénica tipo 2 comporta-se como uma vasculite leucocitoclastica. (NOGUEIRA, 1995).

O fendmeno de Lucio ocorre principalmente na forma de hanseniase descrita por Rafael
Ldcio e Ignacio Alvarado em 1852, no México, que recebeu a denominagdo de hanseniase de
Ldcio que se trata de forma difusa e peculiar de hanseniase onde os pacientes apresentam altos
indices baciloscdopico e sdo anérgicos do ponto vista imunoldgico. As lesdes cutaneas séo
multiplas manchas purpuricas e dolorosas e bolhas hemorragicas que evoluem para lesdes
necroticas e ulceradas. Este fendmeno mais raramente pode também ocorrer em outras formas
mais graves de hanseniase virchowiana (CUEVAS, RODRIGUEZ-PERALTO, CARRILLO,
2007).
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As ulceracdes tém os bordos irregulares e involuem deixando cicatrizes atroficas.
Histopatologicamente existem areas de varios infartos cutaneos representada por uma intensa
vasculite necrotizante de pequenos vasos capilares e artérias de médio até grande calibre na
derme e no paniculo adiposo. Apesar de raro, existem casos do fenémeno descritos no Brasil,
cuja primeira descricao do fenébmeno deveu-se a Souza, em 1951. (SOUZA, 1951).

A droga de eleicdo para o tratamento da reacdo hansénica do tipo 2 é a talidomida.
Algumas situacdes necessitam da combinacao desta droga com a corticoterapia sistémica com
a prednisona ou ainda com drogas alternativas para as mulheres em idade fértil, como a
pentoxifilina e a propria clofazimina que é utilizada também no esquema poliquimioterapico de
tratamento da hanseniase (VAN VEEN, LOCKWOOD, VAN BRAKEL et al, 2009).

Figura 14 - Reacdo hansénica tipo 2 - Eritema
Nodoso Hansénico.

Fonte: acervo particular do autor.

Notas: paciente virchowiano apresentando varios
nodulos subcutdneos ao longo dos membros
superiores. Reagdo hansénica tipo 2 durante o
tratamento poliquimioterapico.

Figura 15 - Reag&o hansénica
tipo 2 — Eritema polimorfo-like-
reaction.

Fonte: acervo particular do autor.

Notas: paciente virchowiano apresentando varias placas
e maculas eritematosas e purpdricas, algumas com
aparéncia “em alvo” simulando o eritema polimorfo
disseminadas pelo tronco.
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2.6 Diagnostico da hanseniase

Desde 1988, a Organizacdo Mundial de Saude define como um caso de hanseniase, uma
pessoa que apresente sinais clinicos da doenca, tais sejam: a) lesdo (8es) de pele com alteracéo
de sensibilidade; b) acometimento de nervo (s) com espessamento neural; c) baciloscopia
positiva para Mycobacterium leprae (BRASIL, 2002).

Os exames laboratoriais disponiveis sdo auxiliares no diagnostico, destacando-se:

a) Baciloscopia: pesquisa de bacilos realizada em material colhido nos Iébulos auriculares
direito e esquerdo, cotovelo direito e em lesdo de hanseniase. Aqueles pacientes que néo
apresentam lesbes dermatoldgicas visiveis devem ter a coleta também realizada no cotovelo
esquerdo. A coloracdo do esfregaco € realizada pelo método de Ziehl-Neelsen a frio e o
encontro de bacilos determinara a positividade do teste, em uma avalia¢do quantitativa proposta
por Ridley em 1962, fundamentada em uma escala logaritmica com variacdo entre 0 e 6. Nos
pacientes com suspeita de recidiva e resisténcia medicamentosa, a baciloscopia permite ainda
determinar o indice morfoldgico, onde os bacilos apresentar-se-do integros, fragmentados ou
granulosos, sendo o aspecto integro considerado a forma viavel e definindo a doenca em
atividade. (BRASIL, 2010)
b) Reacdo de Mitsuda: avalia a capacidade lisogénica dos macréfagos. Tem utilidade para
avaliacdo de estado de relativa resisténcia ao Mycobacterium leprae. E realizado mediante a
injecdo intradérmica de 0,1ml de lepromina que se trata de um antigeno obtido num cocto-
extrato de hansenoma. O antigeno frequentemente utilizado é o antigeno de Mitsuda-Hayashi,
que deu origem ao nome da reacdo. A leitura é realizada em duas etapas sucessivas onde na
primeira, também chamada de reacdo de Fernandez, apés a injecdo antigénica verifica-se a
formacéo do tipo tuberculinico, a qual atinge seu pico em 48-72h. A segunda fase, que constitui
a reacdo de Mitsuda propriamente dita, € geralmente lida ap6s 3 semanas com critérios de
avaliacdo que levam em consideracéo o tamanho, aspecto e evolugéo da infiltracéo, sendo assim
interpretada:

e Reac&o negativa (-): auséncia de infiltracéo

e Reacdo duvidosa (+/-): infiltrado < 3mm

e Reacdo fracamente positiva (+): infiltrado de 3-5mm

e Reacdo positiva (++): infiltrado com mais de 5mm

e Reacdo fortemente positiva (+++): quando ocorre ulceracao.
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A reacdo de Mitsuda pode ser positiva em areas ndo-endémicas, em pacientes sem

historico de contato prévio com o bacilo, ndo sendo possivel, desta forma relacionar a sua
positividade a exposicdo pregressa. No entanto, nos doentes com diagnostico estabelecido, a
negatividade pode ser interpretada como indicador de baixa resisténcia ao Mycobacterium
leprae e ao consequente desenvolvimento de formas multibacilares de hanseniase. A
positividade indica certo grau de resisténcia e relaciona-se com individuos que tendem a
desenvolver as formas clinicas paucibacilares da doenca (BIER, 1990).
c) Testes sorologicos: sdo utilizados para detectar a presenca de anticorpos contra o glicolipidio
fendlico especifico do Mycobacterium leprae (PGL-1), sobretudo IgM. A partir da identificacdo
deste antigeno, varios derivados semissintéticos do PGL-1 (2, 10, 14 e 15) vém sendo utilizados
no desenvolvimento e utilizacdo de testes sorologicos para a detec¢do de anticorpos anti-
Mycobacterium leprae-especificos. Os principais sdo 0 ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), o teste de aglutinacdo de particulas gelatinosas e o ML-Flow (teste
imunocromatografico). Este ultimo trata-se de um teste mais rapido e de facil utilizacdo. VVarios
estudos tém sido realizados para se avaliar a fidedignidade dos resultados obtidos com estes
testes, com resultados variaveis (BUHRER-SEKULA, SMITS, GUSSENHOVEN, 2003).

Um estudo comparativo entre os testes sorolégicos ML-Flow e ELISA (PGL-1) em areas
endémicas e ndo endémicas de hanseniase foi conclusivo para a semelhanca dos resultados
obtidos com os dois métodos de detec¢do de anticorpos anti-PGL-I e sugere que ambos 0s testes
podem contribuir para a alocacdo de pacientes com hanseniase para o tratamento adequado,
apesar da positividade do teste sorolégico ML-Flow em individuos sem hanseniase ter variado
significativamente de acordo com o nivel de endemicidade da doenca na area geografica em
que o teste foi utilizado (DA SILVA, LYON S, LYON AC, 2010).

2.7 Hanseniase e Imunologia

A hanseniase, provocada por um patdgeno intracelular, oferece um atrativo modelo para
a investigacdo da regulacdo de respostas imunologicas frente a infec¢gées (MODLIN RL, 2010).

Sob a oOtica da Imunologia, podemos esquematizar a resposta imune em inata e
adaptativa. A resisténcia do hospedeiro a hanseniase esta associada ao desenvolvimento da
resposta imune inata em associacdo com a baixa viruléncia do Mycobacterium leprae
(SCOLLARD, ADAMS, GILLIS et al, 2006).

A resposta imune inata (Fig. 16) caracteriza-se por ser representada por mecanismo de

defesa inespecifico, que apresenta acdo frente as mais diversas agressdes e microorganismos,
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independentemente de sua natureza. As micobactérias apresentam em sua superficie estruturas
de reconhecimento de padrdes (PRR). A presenca dos PRRs é identificada pelas células do
hospedeiro, e se constituem na primeira deteccdo por parte do organismo frente a presenca do
Mycobacterium leprae. Em se tratando de PPRs, existem receptores denominados de Toll-Like
(TLRs), que demonstram serem primordiais para o reconhecimento de patdgenos pelas células
dendriticas e pelos macrofagos. Destes, parece que os heterodimeros TLR2-TLR1 e o0s
homodimeros TLR2 e TLR4 sdo fundamentais no desenvolvimento da resposta imune inata
frente as agressdes provocadas por micobactérias (BRIGHTBILL, LIBRATY, KRUTZIK, et
al, 1999).

Lipoproteinas do Mycobacterium leprae ligam-se aos receptores TLRs, sobretudo os
TLR2, e a capacidade de iniciar a resposta protetora esta diretamente relacionada com a
secrecdo de 1L-12/23 e a diferenciacdo de macrdfagos e células denditricas (KRUTZIK, TAN,
LI, et al, 2004).

A capacidade do sistema imune inato para induzir a resposta adaptativa das células T é
parte de um exército efetivo de defesa contra patdgenos intracelulares. Este instrutivo papel do
sistema imune inato é mediado principalmente por células dendriticas, que sdo células
especializadas em apresentar antigenos altamente eficientes na ativacao de respostas de células
T, que por sua vez, irdo induzir imunidade celular contra o patégeno (SIELING, 1999).

As células dendriticas promovem a ativacao de células T virgens através da secrecao de
interleucina 12 (DEMANGEL, BRITTON, 2000).

LesBes virchowianas sdo caracterizadas por um déficit acentuado nas células
dendriticas, tanto na derme quanto na epiderme, reduzindo significativamente o
desenvolvimento da resposta imune mediada por células nestas lesdes (SIELING, 1999).

Se ocorrer a expansdo e a diferenciacdo de células Tnl produtoras de IFN-y haverd a
promoc¢do dos mecanismos responsaveis pela eliminacdo do bacilo e a progressdo da doenca
sera efetivamente controlada (BRIGHTBILL, LIBRATY, KRUTZIK et al, 1999).
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Figura 16 — Resposta imune inata na hanseniase. Mecanismo de reconhecimento das micobactérias

por células da resposta imune inata e ativacéo e diferenciacéo de linfdcitos T.
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Fonte: llustracéo concebida pelo autor
Textos: BRIGHTBILL et al, 1999; KRUTZIK et al, 2004.

Na resposta imune adaptativa (fig. 17), os mecanismos imunoldgicos de defesa estdo
fundamentados no reconhecimento especifico de antigenos através de receptores de membrana
presentes nos linfécitos T e B. Didaticamente se subdivide a resposta imune adaptativa em
celular ou do tipo 1, e humoral ou do tipo 2.

A capacidade de os linfécitos auxiliares (CD4"), também conhecidos como linfocitos T
helper (Tw), em induzir resposta celular ou humoral relaciona-se entre outros fatores com os
tipos de citocinas secretadas e proporcionara o desenvolvimento das respostas Tl ou Th2
(TALHARI, NEVES, 2006).

As células Thl produzem uma grande quantidade de IFN-y, induzem reacdes de
sensibilidade tardia, ativam macrdéfagos e sdo essenciais para a defesa contra patdgenos
intracelulares. Células Tn2 produzem principalmente IL-4 e sdo importantes na inducdo da
producéo de IgE, recrutando eosinofilos para sitios de inflamacéo, e auxiliando na erradicacéo
de infeccbes por parasitas (Bl, LIU, YANG, 2007).
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Figura 17— Resposta Imune Adaptativa na hanseniase
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Fonte: ilustracdo concebida pelo autor.

Notas: A interacdo e o reconhecimento do Mycobacterium leprae pelo sistema imunolégico do individuo
susceptivel, levara a respostas antagonicas, via ativagdo de imunidade celular predominantemente do tipo
Twl(a esquerda) com elaboracéo de granulomas e contencéo parcial da doenca, ou do tipo Tw2, via ativacdo
de imunidade do tipo humoral, propiciando a multiplica¢do bacilar com globias e levando & ocorréncia da
disseminacéo da doenca.

influenciar a evolucdo da doenca e estar associado, pelo menos em parte, com as manifestacdes
clinicas e alteracBes teciduais observadas nos pacientes portadores das formas TT e VV,
respectivamente (GOULART, PENNA, CUNHA, 2002).

2.8 Hanseniase e histopatologia

Histologicamente, na forma | existe escassa infiltracdo de linfocitos ou histidcitos em
torno de vasos e anexos. Podem ser encontrados escassos bacilos em torno de nervos dérmicos
ou nos arredores do musculo eretor do pelo, que sela o diagndstico. Nas formas T ha a
ocorréncia de granulomas de ceélulas epitelidides, com células gigantes de Langerhans
circundados por linfdcitos. Estes granulomas sao vistos na derme, e as vezes podem invadir a
epiderme. Na forma DT, os granulomas s&o mais difusos que na forma T. Nervos e anexos séo
invadidos por granulomas sem necessariamente serem destruidos. Bacilos sdo encontrados

raramente nas fibras nervosas dermicas. Na forma DD, a zona subepidérmica € clara (Zona de
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Grenz), os granulomas epitelidides sdo difusos, no entanto ndo se visualizam células gigantes.
As fibras nervosas dérmicas sdo espessadas. Encontram-se bacilos na derme em fibras nervosas.
Na forma DV, ocorre também a zona de Grenz, os granulomas sd@o compostos principalmente
por macrofagos, que por vezes exibem citoplasma espumoso. Podem ser encontrados pequenos
focos de células epitelidides e infiltracdo difusa de linfécitos. Nao se observam células gigantes.
Hé& também espessamento neural e infiltracdo de linfocitos. Na forma V, ha atrofia variavel da
epiderme, zona de Grenz claramente estabelecida. Os granulomas sdo malformados,
predominantemente macrofagicos com infiltracdo escassa de linfocitos. Sdo visualizados
numerosos bacilos isolados e agrupados constituindo globias.

Ja foi demonstrado que existe uma relagdo da subpopulacéo linfocitaria CD4+ e CD8+
de 1.9 a 1 nas lesdes de pacientes tuberculdides, onde as células CD4+ se distribuem por toda
a lesédo e as células CD8+ se encontram na periferia. Nos individuos virchowianos, esta relagcdo
é de 0.6 a 1 e os linfocitos CD8+ se distribuem no interior da lesdo (MODLIN, HOFMAN,
TAYLOR, et al, 1983).

2.9 A interleucina 17 e a subpopulacao linfocitaria TH17

As citocinas sdo representadas por glicoproteinas de baixo peso molecular produzidas
por varios tipos celulares, sobretudo as células do sistema imunoldgico, que atuam como
sinalizadores moleculares de comunicagdo entre estas mesmas células que em seu conjunto
compdem o sistema imune do individuo (ROBINS, 2010).

Classicamente células CD4" efetoras tém sido divididas em duas distintas linhagens,
baseadas no perfil de citocinas produzidas: células TH1 cuja funcéo esté relacionada a destruicdo
de patogenos intracelulares (por exemplo bactérias, virus e alguns protozoarios), além de serem
potentes ativadores da imunidade do tipo celular; e as células Th2, envolvidas no auxilio ao
combate das infecGes parasitarias (por exemplo helmintiase intestinal). As células Tnl
produzem as citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a. A IL-2 ird ativar receptores dos linfocitos CD4",
propiciando o desenvolvimento de clones celulares, responsaveis pela manutencao da producédo
de citocinas e, paralelamente, estimulam células natural killer (NK), que por sua vez iréo
potencializar a producdo de IFN-y.

O IFN-y tem sua acdo sobre macrofagos, estimulando a fagocitose e ativando estas
células levando a uma maior produgdo de TNF-a. Este por sua vez, através de um mecanismo
de retroalimentacao ciclico, estimulara a atividade macroféagica. A subpopulacdo Th2 produz

as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10, que sdo supressoras da atividade macrofagica,
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produzindo bloqueio da estimulacdo de macrofagos. H& estimulo da imunidade humoral,
sobretudo pela producdo de IL-4, que estimula linfocitos B e mastocitos. Os linfécitos B
produzirdo imunoglobinas, e 0os mastdcitos, produzirdo mais IL-4, incrementando a resposta
supressora macrofagica (MURRAY, SPITALNY, NATHAN, 1985).

Importante ressaltar que as interleucinas IL-4, 1L-10 e IL-12 sdo importantes ativadores
da producdo de imunoglobulina E (IgE) pelas células B, além de recrutarem eosinofilos e
auxiliarem na expulsdo de microorganismos pelas mucosas por estimularem a producdo de
muco e a hipermotilidade celular, sendo um bom mecanismo na erradicacdo de infecgdes
parasitarias (HARRINGTON, HATTON, MANGAN et al., 2005).

Todavia, por este padrdo de resposta humoral ndo se relacionar com ativacao
macrofagica, ndo confere protecdo em infec¢bes provocadas por micobactérias. Pode ainda
levar a ocorréncia de dano tecidual pela extensa producdo de complexos antigenos-anticorpos,
fato demonstrado pela ocorréncia da denominada reacdo hansénica tipo 2 (SIELING,
ABRAMS, YAMAMURA, 1993).

A partir de experimentos realizados com o Herpesvirus saimiri gene 13 (HVS13) em
1995, foi descoberto um receptor desconhecido e identificado como interleucin-17-receptor
(IL17-R) e a molécula por ele decodificada denominada de interleucina-17 (IL-17). (YAO,
FANSLOW, SELDIN et al., 1995).

Foi demonstrado que a sua expressdo acontece em células de diferentes 6rgéos,
incluindo figado, baco, pulmdo, e que, células capazes de responder a IL-17 incluem
macrofagos, linfdcitos, células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos (LIN, RITCHEA,
LOGAR, et al., 2009).

A expressdo de IL-17, (também chamada IL-17A) tem sido associada a uma crescente
lista de doencas autoimunes e inflamatorias, tais como a artrite reumatoide, lGpus, asma e
rejeicbes de enxertos. Acredita-se que a IL-17 contribui para a patogénese dessas doencas
agindo como um potente mediador pro-inflamatorio. A 1L-17 medeia o estimulo para a
mobilizacdo de neutrofilos, colocando-os na interface entre resposta imune adaptativa e
resposta imune inata (CRUZ, KHADER, TORRADO, et al., 2006).

A interleucina 23 (1L-23) foi estudada por Harrington et al (2005), que investigaram se
a mesma estimulava a produgéo de I1L-17 em células Tnul ou Th2 plenamente diferenciadas, e
perceberam que neste ponto, a IL-23 tinha apenas um pequeno efeito. Esta foi a primeira
evidéncia que a IL-23 influenciava a diferenciacdo celular em um ponto anterior a diferenciacdo

plena das linhagens Thl e TH2.
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Embora os estudos sugerirem que a secrecao de 1L-23 estimule linfécitos CD4" Tw1,
estas mesmas células sdo a principal fonte de IL-17. Estes novos dados sugeriram que estas
células representavam uma linhagem completamente diferente das células T CD4", que se
diferenciavam ao longo de um programa distinto de desenvolvimento, divergindo precocemente
das linhagens TH1 e TH2 e sendo antagonizada por citocinas e vias de sinalizagdo que regulavam
o desenvolvimento de células TH1 e Th2. Estas células passaram a ser denominadas de linfocitos
Thl7. (WINN, 2005).

Ap0s essas descobertas, uma combinacdo de TGF-B, (transforming growth factor-f
mais 1L-6 e os fatores de transcricdo STAT3 (Signal transducer and activator of transcription
3) e RORgt (retinoic acid-related orphan receptor gt) foram recentemente descritos como sendo
essenciais para a diferenciacdo inicial das células TH-17. A IL-23 mostrou-se importante ndo
somente para a etapa de diferenciacdo, como também para a estabilizacdo posterior deste
subconjunto de células. Observou-se também que, a IL-21 produzida pelas proprias células Tw-
17, desempenhava um papel importante na sua amplificacdo. Assim, células Tn-17 podem
passar por trés etapas distintas de desenvolvimento: a diferenciacdo, a estabilizacdo e a
amplificacdo, na qual diferentes citocinas desempenham um papel distinto. Concluiu-se que, de
fato, este grupo de células T ndo poderia ser classificado de acordo com o esquema TH1-TH2.
As células T que preferencialmente produzem interleucina 17, mas ndo IFN-y ou IL-4, foram
denominadas de células Tw17. Uma vez que estas células TH17 se constituem em uma linhagem
celular distinta, atualmente se admite a existéncia de trés tipos de células T efetoras: as células
Thl, Th2 e TH17 (BETTELLI, KORN, KUCHROO et al., 2007).

Agentes patogénicos, tais como Mycobacterium tuberculosis ou Borrelia burgdorferi
bem como o componente zymosan da parede celular flngica, estimulam a expressao de IL-17
sugerindo um importante papel da IL-17 na producéo de células TH17 em uma ampla gama de
infecgdes (STOCKINGER B, VELDHOEN M, 2007).

Segundo Ivanov I, et al (2007), diferentes tipos de respostas imunes adaptativas que
oferecam protecao contra diferentes classes de patdgenos sdo facilitadas pela diferenciacéo de
células T CD4 + para os tipos correspondentes de células T efetoras, que atualmente incluem
0s subconjuntos Thl, TH2, e também TH17.

As células TH17 sdo capazes de desencadear potentes respostas inflamatorias, regulando
a producdo de quimiocinas em células-alvo importantes, tais como fibroblastos. Notavelmente,
embora o IFN-y tenha sido originalmente pensado como sendo 0 mediador central das doencas
autoimunes, 0s novos dados agora sugerem a interacdo de IFN-y e IL-4 no desenvolvimento
das células Th17 que séo responsaveis pela destruicdo patologica tecidual. Uma série de agentes
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patdgenos é capaz de induzir resposta imune, principalmente do tipo Tw17. Dentre estes, citam-
se 0 Proprioniumbacterium acnes, o Citrobacter rodentium, a Klebsiella pneumoniae, algumas
espeécies de bacteroides e borrelias, fungos como a Candida albicans e micobactérias como o
Mycobacterium tuberculosis (KHADER SA et al, 2005).

O papel da interleucina-17 e de células Th17 nas infec¢des tem sido demonstrado na
sindrome de hiper-IgE, em que uma mutacdo no STAT3, uma subfamilia da familia de
ativadores de transcricao, anula a capacidade de montar respostas Th17. Os pacientes com essa
desordem tém infeccdes recorrentes por Candida. albicans e Staphylococcus aureus na pele.

A imunidade mediada por células Tn17 é particularmente importante nas superficies
epiteliais e da mucosa, como indicado pelo padrdo de expressdo de seus receptores de
quimiocinas e citocinas efetoras (MIOSSEC, KORN, KUCHROO, 2009).

Este aspecto poderia sinalizar um mecanismo protetor do tipo resposta imune adaptativa
quando da penetracdo do Mycobacterium leprae no organismo, considerando-se que uma das
maneiras de transmissdo da hanseniase seja a inalacéo de perdigotos de pacientes multibacilares
por via respiratéria (NOORDEEN, 1993).

2.10 Tratamento da hanseniase

O tratamento da hanseniase preconizado pela Organiza¢do Mundial de Satude (OMS)
desde 1981 é a poliquimioterapia (PQT). (WHO, 1981).

No Brasil, esta modalidade terapéutica foi gradativamente substituindo os antigos
tratamentos a partir de 1986, em algumas areas piloto do Pais. Nesta mesma época, adotou-se
a classificacdo operacional dos doentes em paucibacilares e multibacilares. Os doentes
paucibacilares sdo aqueles que apresentam até 5 lesdes de pele e exame baciloscpico negativo
e 0s doentes multibacilares aqueles com mais de cinco lesdes de pele e baciloscopia positiva.
Oficialmente, a PQT-OMS foi adotada em 1991 e, aos poucos, antigos conceitos sobre a
dependéncia da baciloscopia para a identificacdo dos casos baciliferos e ndo-baciliferos bem
como da reacdo de Mitsuda para esta classificacdo operacional e, sobretudo da duragdo do
tratamento foram se modificando até o consenso da terapéutica dos dias atuais. A situacao atual
do Brasil sugere que a PQT reduziu as fontes de infec¢do e preveniu o surgimento de casos
novos na comunidade em proporgdes significativamente diferentes que no periodo de
monoterapia sulfonica ou do anterior tratamento preconizado pela Divisdo Nacional de
Dermatologia Sanitaria. (ANDRADE, 2006).
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A poliguimioterapia €é constituida pelo conjunto dos seguintes medicamentos: dapsona,
rifampicina e clofazimina, com administracdo associada através de esquema-padréo, de acordo
com a classificacdo operacional do doente em paucibacilar ou multibacilar. A informacéo sobre
a classificacdo do doente é fundamental para se selecionar o esquema de tratamento adequado

ao seu caso. Os esquemas terapéuticos estdo resumidos nas figuras 13, 14, 15 e 16 que se

seguem:

Figura 18 - Cartela do tratamento para
adultos paucibacilares:

™ Rifampicina

Fonte: Guia de Controle para a
Hanseniase  (Brasil, 2012). O
tratamento é realizado conforme o
quadro 1 a seguir.

Quadro 1 - Tratamento das formas paucibacilares da hanseniase nos adultos

DAPSONA RIFAMPICINA
AUTO- MENSAL MENSAL
ADMINISTRADA SUPERVISIONADA SUPERVISIONADA
100mg/dia 100mg 600mg
Duracdo do tratamento: 6 doses mensais supervisionadas.
Critério de alta: 6 doses supervisionadas em até 9 meses.

Fonte: adaptado pelo autor do Guia de Controle para a Hanseniase (Brasil, 2012).

Figura 19- Cartela do tratamento para
adultos multibacilares.

' 900000

Fonte: Guia de Controle para a
Hanseniase  (Brasil, 2012). O
tratamento é realizado conforme o
quadro 2 a seguir.



Quadro 2 - Tratamento das formas multibacilares da hanseniase nos adultos
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DAPSONA RIFAMPICINA CLOFAZIMINA
AUTO- MENSAL MENSAL AUTO- MENSAL
ADMINIS- SUPERVISI- SUPERVISIONADA ADMINIS- SUPERVISI-
TRADA ONADA TRADA ONADA
100mg/dia 100mg 600mg 50mg/dia 300mg
Duracéo do tratamento: 12 doses mensais supervisionadas.
Critério de alta: 12 doses supervisionadas em até 18 meses.

Fonte: adaptado pelo autor do Guia de Controle para a Hanseniase (Brasil, 2012).

Figura 20 - Cartela do tratamento para
criangas paucibacilares.

| Dapsom

(50mg)

[ Rifampicina
(150mg)

| Rifumpicina

p
(300mg)

s

Dapsona
(50mg)

Fonte: Guia de Controle para a
Hanseniase (Brasil, 2012). O tratamento é
realizado conforme o quadro 3 a seguir.

Quadro 3 - Tratamento das formas paucibacilares da hanseniase em criangas

IDADE EM ANOS

DAPSONA

RIFAMPICINA

DOSE DIARIA DOSE MENSAL DOSE MENSAL
SUPERVISIONADA SUPERVISIONADA
0-5 25mg/dia 25mg 150-300mg
614 50 — 100mg/dia 50 — 100mg 300-450mg

Duragdo do tratamento: 6 doses mensais supervisionadas.
Critério de alta: 6 doses supervisionadas em até 9 meses.

Fonte: adaptado pelo autor do Guia de Controle para a Hanseniase (Brasil, 2012).

Figura 21 - Cartela do tratamento para
criangas multibacilares

Dapsona

a
(150mg)

Rifampicina
(300mg)

Dapsona
(50mg)

\ Clofa:

zimina
(50mg)

Guia de Controle para a
(Brasil, 2012). O

Fonte:
Hanseniase
tratamento é realizado conforme o
quadro 4 a seguir.
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Quadro 4 - Tratamento das formas multibacilares da hanseniase em criancas

IDADE DAPSONA RIFAMPICINA CLOFAZIMINA
AEII\OAS DOSE DOSE MENSAL DOSE MENSAL DOSE DIARIA DOSE
DIARIA SUPERVISI- SUPERVISIONADA MENSAL
ONADA SUPERVI-
SIONADA
0-5 25mg 25mg 150-300mg 100mg/semana 100mg
6-14 50 - 50 — 100mg 300-450mg 150mg/semana 100-200mg
100mg
Duracéo do tratamento: 12 doses mensais supervisionadas de rifampicina.
* Critério de alta: 12 doses supervisionadas em até 18 meses.

Fonte: adaptado pelo autor do Guia de Controle para a Hanseniase (Brasil, 2012).

2.10.1 A dapsona

A dapsona, (4,4-diaminodifenil-sulfona), é um farmaco ativo contra protozoéarios e
bactérias inibindo a sintese de acido diidrofdlico através da competicdo com o paraamino-
benzoato para o sitio ativo da diidropteroate sintetase, quimicamente similar as sulfonamidas
em termos de estrutura e atividade antibacteriana. A acgdo anti-inflamatéria da droga ndo esta
relacionada com a sua acao antibacteriana e ainda nao é totalmente elucidada, mas é uma droga
sabidamente eficaz nas doencas inflamatérias caracterizadas por infiltracdo de grande nimero
de leucdcitos polimorfonucleares, predominantemente neutrofilos.

Os efeitos colaterais da dapsona podem ser categorizados como dose-dependentes e sao
incomuns em doses de até 100mg/dia (COLEMAN, 1993).

Eles geralmente incluem anorexia, nduseas, vomitos, taquicardia, cefaléia, nervosismo

e insonia.
A “sindrome dapsona” ¢ uma reagdo de hipersensibilidade que se assemelha a mononucleose
infecciosa, trata-se de evento raro e se desenvolve durante as primeiras 6 semanas de
administracdo. Os sintomas sdo: febre, linfadenopatia, leucopenia, hepatite com ictericia e
erupcao cutanea exantematica que pode evoluir para sindrome de Stevens-Johnson (HIRAN
PANDE, RIZVI, et al., 1994).

Neurites periféricas e psicose s&o mais comuns em casos de overdose, mas tém sido
relatados em pacientes com dermatite herpetiforme tratados com apenas 25 mg /dia. Efeitos
colaterais hematoldgicos incluem hemdlise e metahemoglobinemia que sdo dose-dependentes
e Sd0 mais comuns e graves em pacientes com glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) (TODD,
SAMARATUNGA, PEMBROKE, 1994).



45

Em longo prazo, administracdo (100mg/dia) em pacientes normais (com niveis normais
de G6PD) pode resultar em significativa metahemoglobinemia, que ndo é causado pela dapsona
em si, mas sim por seu metabolito hidroxilamina (MANFREDI, DE PANFILIS, ZAMPETTI
etal., 1979).

Anemia apléstica e agranulocitose também foram relatados. A maioria dos casos de
agranulocitose se desenvolveram nos primeiros 8-12 semanas de terapia. Esta condi¢do é
geralmente reversivel dentro de uma semana, mas também pode ser fatal (MEYERSON,
COHEN, 1994; WOODBURY, FRIED, ERTLE et al,1993).

Ha ainda relatos de nefrotoxicidade, traduzidos por necrose de papila renal e sindrome
nefrotica e ainda colestase induzida por hipersensibilidade a droga (REVUZ, HORNAC, 1981;
HOFFBRAND, 1978.)

Os efeitos colaterais cutaneos séo fotossensibilidade, eritema nodoso e até mesmo
necroélise epidérmica toxica (DHANAPAUL, 1989).

A dapsona néo € carcinogénica e nem teratogénica. Ha relatos do nimero aumentado de
gestacdes gemelares por mecanismos desconhecidos (MAURUS, 1978).

Estudos sugerem que o cetoconazol e a cimetidina diminuem os efeitos colaterais
sistémicos da droga (COLEMAN, 1993).

As principais contraindicacdes sdo a hipersensibilidade as sulfas ou a prépria dapsona,
pacientes com doenca cardiaca grave ou doenca pulmonar, pacientes com deficiéncia de G6PD,
e pacientes com doencas hepaticas graves incluindo hepatite e porfiria cutanea aguda
(GRUNWALD, AMICHALI, 1996).

2.10.2 A Rifampicina

A rifampicina é um agente antimicrobiano da familia das ansamicinas. Foi isolado em
1959 por Sensi et al a partir das espécies Amycolatopsis mediterranei (antigamente chamado
de Streptomyces mediterranei e da Nocardia mediterranei) e foi introduzido como terapéutica
a partir de 1962.

A rifampicina foi originalmente testada em pata de camundongo para atividade contra
0 M. leprae in 1967. Ela se mostrou igualmente ativa contra cepas sensiveis e resistentes a
dapsona. (REES, 1970).

Os efeitos colaterais mais comuns da rifampicina podem basicamente ser divididos em

dois tipos: hepatotoxicidade e imunoalergenicidade. Em relacdo a hepatotoxicidade, a
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rifampicina causa mudancas na funcdo hepética, porém o risco de sérias injdrias hepaticas é
baixo em pacientes sem histdria prévia de dano hepético. (GIRLING, 1977)

Alergia ou reacbes de hipersensibilidade sdo relativamente infrequentes
particularmente quando a respeitada a dosagem de 600mg diarios, como no tratamento da
tuberculose (na hanseniase utilizam-se 600mg mensais de rifampicina). (GROSSET,
LEVENTIS, 1993).

No sistema gastrointestinal anorexia, nauseas, vomitos, dor abdominal. Ha relatos de
hepatite.

A sindrome pseudogripal caracteriza-se por febre, calafrios e mal-estar, bem como, as
vezes cefaleia, tontura, ou dor éssea. Os episddios geralmente desenvolvem uma a quatro horas
apos o tratamento e geralmente desaparecem dentro de algumas horas. A incidéncia da
sindrome pseudogripal com rifampicina esta associada com a dose e, especialmente, com a
terapéutica intermitente. (BURMAN, GALLICANO, PELOQUIN et al., 2001).

Trombocitopenia, hemdlise e insuficiéncia renal aguda podem ocorrer em alguns
pacientes, também associados a terapéutica intermitente com rifampicina. Atualmente séo
considerados eventos raros. (LAKSHMINARAYAN, SAHN, HUDSONI, 1973).

A rifampicina demonstrou ter propriedades imunomoduladoras. Um estudo mostrou um
aumento modesto da IL-1a e liberacdo de TNF-a em sobrenadantes de mondécitos humanos ap6s
tratamento com rifampicina. (TUFANO, CIPOLLARO DE L'ERO, IANNIELLO et al, 1992).

Outros estudos em mondcitos humanos mostraram que a rifampicina inibiu a producao
de IL-1b e TNF-0, mas aumentou significativamente a secre¢do de IL-6 e 1L-10. (ZIGLAM ,
DANIELS, FINCH et al., 2004).

Além disso, a rifampicina pareceu aumentar as citocinas induzidas pela producgdo de
oOxido nitrico.

Um estudo relativamente recente em pacientes com tuberculose acompanhados por
varios meses indicou que o tratamento com rifampicina correlaciona-se com o aumento dos
niveis de IFN-y e esta resposta pode estar relacionada também ao resultado do tratamento.
(YUHAS Y, 2006).

2.10.3 A Clofazimina
A Clofazimina € utilizada no tratamento da hanseniase desde 1962, e passou a fazer

parte do esquema da poliquimioterapia da hanseniase a partir de 1982, conforme determinagéo
da World Health Organization no esquema de tratamento para os pacientes multibacilares.
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O seu mecanismo de acdo é desconhecido, mas o principal local onde atua parecem ser
os neutrofilos e monécitos (NAUSEEF WM, 1998).

Os efeitos colaterais mais comuns da clofazimina sdo na pele, no sistema gastrointestinal
e no globo ocular. (MACKEY, BARNES, 1974).

Uma hiperpigmentacdo € comum e desaparece poucos meses ap6s o término do
tratamento. Ictiose € o segundo efeito mais comum. (GARRELTS, 1991; CAVER, 1982).

Outros efeitos cutaneos menos comuns sdo o rash, prurido e a dermatite esfoliativa.
(PAVITHRAM, 1985).

No sistema gastrointestinal, nduseas e diarréia podem ocorrer. O efeito colateral mais
grave consiste na deposicdo de cristais ao longo do intestino delgado, o que pode provocar
enteropatia severa, mas raramente fatal. Este efeito é raro e acontece no tratamento com altas
doses de clofazimina (>100mg/dia) por varios meses. (BELAUBE, DEVAUX, PIZZl, et al.,
1983).

Outros efeitos colaterais mais raros sdo o infarto esplénico e a enterite eosinofilica.
(MCDOUGALL, HORSFALL, HEDE et al, 1980; RAVI, HOLUBKA, VENERI et al., 1993).

Hiperpigmentacdo da cdrnea, conjuntiva e fluidos lacrimais ocorrem com frequéncia
nos pacientes em tratamento com a clofazimina. O exame com lampada de fenda revela a
deposicao de microcristais de clofazimina. Pequenas estrias acastanhadas podem também ser
visualizadas na cdrnea. Estes fatores ndo afetam a visdo e desaparecem ap6s a descontinuidade
do tratamento. WALINDER GIP, STEMPA et al., 1976; FONT, SOBOL, MATOBA, 1989).

A clofazimina ndo é mutagénica e nem teratogénica. Pode ocorrer pigmentacdo do
neonato quando o tratamento é realizado na gravidez. (GANGADHARAM, PERUMAL,
JAIRAM et al., 1989).

Devido aos efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressores da clofazimina, a mesma
também é empregada no tratamento dos episddios reacionais do tipo eritema nodoso hansénico
(ANDERSON, ZEIS, ANDERSON IF, et al., 1988).
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Em pleno século XXI, a hanseniase ainda se apresenta como importante endemia, tendo
no Brasil o segundo maior niimero de casos novos detectados a cada ano em todo o mundo. E
doenca predominante entre as classes socioecondmicas menos favorecidas. Apesar do continuo
esforco do Programa Nacional de Combate a Hanseniase e das politicas de descentralizagéo das
acOes em salde, os indicadores permanecem mostrando uma crescente detec¢édo de casos novos
da doenca.

Tornam-se imprescindiveis os avancos cientificos no estudo desta patologia, sobretudo
aqueles voltados na tentativa de avancar o entendimento dos complexos mecanismos
imunoldgicos e imunogenéticos que norteiam a hanseniase, na tentativa de contribuir
futuramente em sua profilaxia, vez que a poliquimioterapia, apesar de ter modificado as
perspectivas epidemioldgicas, de per si ndo se mostra suficiente para modificacdo dos
indicadores da endemia.

A dicotomia de resposta linfocitaria Th1/TH-2 permanece aceita na literatura mundial
como sendo o padrdo de resposta imunologica na hanseniase. O direcionamento deste
mecanismo para um destes dois polos justificaria o desenvolvimento das formas paucibacilares
e multibacilares da doenga.

Contudo, a descoberta das células Tul7 como uma populacdo distinta, oriunda
diretamente das mesmas células precursoras dos linfocitos THl e Th-2 e que pode também
participar ativamente dos mecanismos de defesa frente a agressdo por micobactérias, vem
estimular a necessidade de se entender a participacdo deste subconjunto linfocitario na
hanseniase, podendo vir a acrescentar mais um capitulo no estudo da imunologia da doenca.

Ao despeito do avango das pesquisas no que concerne as subpopulagdes linfocitarias,
ainda ndo existe nenhum estudo publicado relacionando as células TH17 e a hanseniase, doenca
cujo desenrolar-se depende fundamentalmente da elaboracdo de adequada (ou ndo) resposta
imunocelular.

Espera-se que o presente trabalho deixe a sua parcela de contribui¢do cientifica,
servindo de estimulo para que novas pesquisas avancem acerca do tema, que ora se apresenta

como de significativo impacto social.
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4. HIPOTESE

Hipdtese 0: Existe diferenca entre os niveis de IL-17, IFN-y e a frequéncia de linfdcitos
TH17 entre os pacientes com hanseniase nas formas paucibacilares e multibacilares.

Hipotese 1: N&o existe diferenca entre os niveis de I1L-17, IFN-y e a frequéncia de
linfocitos TH17 entre os pacientes com hanseniase nas formas paucibacilares e multibacilares.

Hipdtese 2: Existe diferenca entre os niveis de IL-17, IFN-y e a frequéncia de linfdcitos
Th17 nos contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase nas formas paucibacilares e
multibacilares.

Hipotese 3: N&o existe diferenca entre os niveis de IL-17, IFN-y e a frequéncia de
linfocitos Twl7 nos contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase nas formas
paucibacilares e multibacilares.

Hipdtese 4: O tratamento poliquimioterapico modifica os niveis de IL-17, IFN-y e a
frequéncia de linfécitos TH17 entre os pacientes paucibacilares e multibacilares.

Hipdtese 5: O tratamento poliquimioterapico ndo modifica os niveis de IL-17, IFN-y e

a frequéncia de linfocitos TH17 entre os pacientes paucibacilares e multibacilares.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar a populacdo de células Tn17, a producdo de IL-17 e IFN-y nos individuos
portadores de hanseniase nas formas paucibacilares e multibacilares antes do tratamento

e quando submetidos a poliquimioterapia.

5.2 Objetivos Especificos:

Verificar a frequéncia de células Tul (CD4" IFN-y* IL-17") e Tul7 (CD4" IFN-y™ IL-
17") em pacientes portadores de hanseniase com as formas paucibacilares e

multibacilares, virgens de tratamento e ap0s o inicio do tratamento poliquimioterapico.

Identificar a correlagdo entre as citocinas IL-17 e IFN-y nos pacientes portadores de

hanseniase com as formas paucibacilares e multibacilares.

Verificar se o tratamento poliquimioterapico influencia na frequéncia de células Thl e
Tul7 entre pacientes portadores de hanseniase com as formas paucibacilares e

multibacilares.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Area de Estudo

As amostras sanguineas e as analises estatisticas foram processadas no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) localizado no Campus Universitario da Universidade

Federal de Pernambuco.

6.2 Populacéo

Os pacientes foram selecionados no Centro de Saide Amélia de Pontes, localizado
em Caruaru, Pernambuco, Brasil. Trata-se de servi¢o de referéncia municipal em Dermatologia,
Hansenologia, Infectologia e Pneumologia que concentra atendimentos nestas areas médicas de
pacientes oriundos do prdprio municipio e de municipios circunvizinhos pactuados da regido
do agreste do estado de Pernambuco. Os pacientes com suspeicdo diagnostica ou com
diagnostico confirmado de hanseniase chegam ao servico por demanda espontanea ou Sao
encaminhados de outros servigos de atencdo priméaria a salde. Apesar das politicas de
descentralizacdo do Programa Nacional de Controle da Hanseniase, muitos profissionais séo
inseguros para estabelecer um diagndstico de hanseniase e iniciar de pronto o tratamento
poliquimioterapico. No periodo estabelecido para as coletas sanguineas, 23 pacientes chegaram
ao servico e todos aceitaram participar deste estudo. Destes pacientes, 13 foram classificados
como multibacilares e 10 como paucibacilares. A classificagdo clinica considerou a
apresentacdo clinica da doenca nos individuos diagnosticados, levando-se em consideracao a
classificacdo de Madrid modificada por Ridley-Jopling. A classificacdo operacional estratificou
0s pacientes portadores de hanseniase em paucibacilares e multibacilares de acordo com o0s
critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude. A anélise dos resultados obtidos
levou em consideracdo esta classificacdo. Para a avaliagdo clinica destes pacientes foram
realizados questionarios e registro em prontuérios dos seguintes dados: identificacdo (nome,
idade, sexo e grupo étnico), tempo de aparecimento da doenca, classificagdo clinica,
classificagdo operacional, historico familiar de casos de hanseniase, historico de contato com
doente de hanseniase, histérico de doencas infecciosas cronicas ou doengas autoimunes e uso
de medicacbes. Todos os pacientes diagnosticados com hanseniase neste periodo foram
pacientes sem complica¢Ges ou comorbidades que pudessem interferir na evolucédo esperada da

doenca. Apos o diagnostico, a realizacdo dos exames necessarios e a coleta da amostra
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sanguinea, receberam a primeira dose da PQT e foram redirecionados para a unidade de atengéo
primaria a que pertenciam ou de onde eram oriundos.

Todos os pacientes foram orientados a trazer seus contatos intradomiciliares para serem
examinados, mas um pequeno numero atendeu a esta solicitacdo, de maneira que houve a
participagdo de 10 individuos deste grupo. Ap6s o0 segundo més de tratamento
poliquimioterapico, os pacientes foram orientados a retornar para a realizagdo de mais uma

coleta sanguinea. Sete pacientes atenderam a esta solicitacéo.

6.3 Periodo de referéncia

O presente estudo foi realizado no periodo compreendido entre 0 més de novembro de
2011 e junho de 2012.

6.4 Desenhos de estudo

Trata-se de estudo exploratorio, descritivo, longitudinal e analitico, incluindo 23 casos
novos de hanseniase (13 multibacilares e 10 paucibacilares) sem tratamento, 7 casos ap0s 0

segundo més de tratamento e 10 contatos intradomiciliares destes mesmos doentes.

6.5 Definicdo das variaveis

As variaveis independentes estdo representadas pela frequéncia de IL-17, de INF-y, de
linfocitos Tul e de linfocitos Tul7. As varidveis dependentes serdo representadas pela

classificacdo operacional da hanseniase e pelos contatos intradomiciliares.

6.6 Procedimento experimental

a) Coleta Sanguinea:
As coletas sanguineas foram realizadas mediante puncdo de veia periférica cefélica,
basilica ou intermédia do cotovelo na fossa cubital de um dos antebracos utilizando-se de

"putterfly” (escalpe) ou suporte de coleta para tubos "Vacutainer®".

b) Cultura Celular
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As culturas de sangue periférico foram realizadas em tubos de polipropileno de 14 mL
(BD System™), Utilizou-se 500uL de sangue total em 1 mL de meio RPMI 1640 com
glutamina (2mM), gentamicina 50mg/mL (Sigma®), 10mM HEPES (Sigma®) e 10% soro fetal
bovino (Cultilab®). As células do sangue periférico foram estimuladas separadamente com
Fitohemaglutinina (PHA) (GIBCO™/Invitrogen Corporation®) (10 ug/mL) e com o bacilo de
Calmete-Guérin (BCG) (1ug/mL), na presenga de 0,5ul de BD GolgiStop Protein Transpor
Inhibitor™ (BD bioscience®) nas ultimas 5 horas. Os tubos foram incubados a 37°C com 5%
CO2 por 24 horas.

c) Detecgdo das citocinas intracitoplasmaticas

As suspensoes celulares foram lavadas com 8 mL PBS-BSA 0,5% (tampéo fosfato pH
7,2 com soro albumina bovina) a 400 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado, deixando um volume de aproximadamente 500uL. Foram
retirados 100uL do sangue e colocados em tubos de poliestireno (5mL) (tubos Falcon BD
System™ N°352059) e acrescentados 2mL de Solucdo de Lise diluida 1X (2,85% de citrato de
sodio, 30% etilenoglicol 54% formaldeido 37%, 0,04% de heparina 100000USP), sob agitacédo
em Vortex, a suspensao foi incubada ao abrigo da luz, por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Para bloquear a reagdo foi adicionado 1 mL de PBS-BSA 0,5%. As suspensdes foram
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. As células lisadas foram lavadas duas vezes com 2ml de
PBS-BSA 0,5% a 300 x g por 5 minutos e em seguida, fixadas com 500ul de BD Cytofix™
(BD Catéalogo N° 554655) por 20 minutos e em seguida lavadas duas vezes com PBS-BSA
0,5%.

As células fixadas foram permeabilizadas em 1mL de BD Perm/Wash™ (BD Catalogo
N° 554723) e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugadas a 300 x g por
10 minutos, removendo-se o sobrenadante. As suspensdes celulares foram marcadas com SuL
da mistura de anticorpos CD4 PERCP-CY5.5 (clone SK3) (FL3); IL-17A PE (clone N49-653)
(FL2), IFN-GAMA FITC (clone B27) (FL1) por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apds coloracdo as suspensdes foram lavadas duas vezes com 1mL de BD Perm/Wash™
e centrifugadas & 300 x g por 10 minutos. As células foram ressuspendidas com 400uL de BD
Cytofix™.

e) Aquisicdo e andlise no citbmetro de fluxo

As amostras foram analisadas em um citdmetro de fluxo (FACScalibur™, BD

Pharmingen®). A aquisi¢do e analise das amostras foram realizadas no Nucleo de Plataformas
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Tecnoldgicas (NPT) /CPqAM/FIOCRUZ. A populacéo de linfécitos foi selecionada utilizando

0 dot plot FSC versus SSC, sendo adquiridos 10000 eventos dentro da janela de interesse (R1),

onde as subpopulacgdes de linfocitos T e as citocinas intracitoplasmaticas foram analisadas pela

obtencdo de graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia. Para realizar a

analise da expressdo de IL-17 em células CD4"IFNy™ (Células Tn17) foi selecionada a janela

de interesse R3 no gréfico FL3 versus FL1 (Fig. 22 e 23).

Figura 22 - Dot plot da aquisi¢cdo de linf6citos Tul7
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Notas: (A) grafico de granulosidade SSC versus FSC para selegdo da populacéo de linfocitos. (B) FL3 Versus

FL1, R3 (CD4*IFN-y) e R2 (CD4*IFNy"). A partir deste gréfico foram selecionados os linfocitos CD4*IFN-y

(C), que apresentavam a expressao de IL-17 constituindo a populacao de células Th17(D).
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Figura 23 - Dot plot da aquisicdo de linfocitos T CD4"IFN-y™.
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Notas: (A) gréfico de granulosidade SSC versus FSC para selecdo da populacéo de linfécitos
(R1). (B) FL3 Versus FL2, para selecédo de duplo positivo CD4*IL17". (C) FL3 versus FL1
para selecdo de duplo positivo CD4"IFN-y*.

6.6.1 Critérios de inclusao

» Doentes de hanseniase em qualquer forma de classificacdo clinica espectral levando-se
em consideracdo a classificagdo de Madrid modificada por Ridley-Jopling e
operacionalmente classificados como paucibacilares e multibacilares, virgens de
tratamento.

= Contatos intradomiciliares com histérico familiar positivo de casos de hanseniase,
porém saudaveis. Segundo a Portaria Conjunta n°® 125, de 26 de marco de 2009 do

Ministério da Saude do Brasil, “para fins operacionais considera-Se contato
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intradomiciliar toda e qualquer pessoa que resida ou tenha residido com o doente de
hanseniase nos ultimos 5 (cinco) anos”.

6.6.2 Critérios de exclusao

= Doentes de hanseniase que apresentaram no momento do diagndstico quaisquer
coinfec¢des, doencas de natureza autoimune ou estados reacionais da hanseniase.

= Doentes de hanseniase que tenham apresentado estados reacionais antes do
diagnostico.

= Contatos intradomiciliares coinfectados ou portadores de doengas autoimunes.

6.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados de expressdo de citocinas e fenotipagem celular foi
realizada através do software GraphPad PRISM 5.0®. Foi realizada anélise de varidncia
ANOVA e diante da heterogeneidade das amostras foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns. Para comparar a populacdo de células TH17 entre individuos tratados
e ndo tratados, teste de Wilcoxon para amostras pareadas. A avaliacdo de correlacdo entre as

producdes de citocinas foi realizada pelo teste de correlagdo de Pearson.

6.8 Consideragdes Eticas

O presente projeto obedeceu a resolugcdo 196/96 e foi submetido a anélise pelo Comité
de Etica da Universidade Federal de Pernambuco. Os trabalhos de coleta das amostras
sanguineas iniciaram-se apds a sua aprovacao (protocolo 2081/11). Os pacientes foram tratados
com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados do exame clinico, laboratorial, da pesquisa,
etc. foram enviados para cada um e permaneceram confidenciais. Uma cdpia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido esta arquivada no Curso “Programa de P6s-Graduacdo em

Patologia da Universidade Federal de Pernambuco” e outra foi fornecida ao paciente.

6.9 Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Todas as pessoas envolvidas no presente estudo assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido. (apéndice 1).
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7. RESULTADOS

7.1 Perfil dos Doentes de hanseniase (D)

De acordo com os conceitos estabelecidos pelo Ministério da Sadde do Brasil (2010),
um caso de hanseniase € representado por um paciente que apresente um ou mais dos seguintes
sinais cardinais:

e Lesdo (Ges) ou areas da pele com alteracdo de sensibilidade;
e Acometimento de nervo(s) periférico(s) com ou sem espessamento, associado a

alteracdes sensitivas, motoras e/ou autonémicas e,

e Baciloscopia positiva de esfregaco intradérmico.

Vinte e trés doentes de hanseniase foram avaliados. Este ndmero se refere ao
quantitativo total de doentes que chegaram aos servicos por demanda espontanea ou
encaminhados de outros servicos no periodo determinado para as coletas. N&o houve recusa por
parte de nenhum deles em participar do estudo, apesar de nem todos retornarem conforme
solicitado ao segundo més de tratamento para prosseguimento desta pesquisa, apds o inicio do
tratamento poliquimioterapico.

A anéalise do perfil destes pacientes mostrou que dos 20 pacientes estudados, 10
pacientes (43,4%) foram considerados paucibacilares e 13 pacientes (56,5%) foram
considerados multibacilares. A classificacdo clinica de Madrid modificada por Ridley-Jopling
demonstrou que 4 pacientes (17,9%) foram da forma indeterminada, 6 pacientes (26%) foram
da forma tuberculdide, 7 pacientes (30,4%) foram da forma dimorfa-dimorfa, 2 pacientes
(8,7%) foram da forma dimorfa-virchowiana e 4 pacientes (17,9%) foram da forma
virchowiana. Todos os pacientes foram maiores de 15 anos. A idade variou entre 15 e 76 anos,
com idade média de 34,8 anos. Nove pacientes foram do sexo feminino (39,1%) e 14 pacientes
(60,8%) foram do sexo masculino. A baciloscopia foi realizada em todos os pacientes. Todos
0s pacientes classificados como paucibacilares tiveram a sua baciloscopia negativa. Todos 0s
pacientes classificados como multibacilares, tiveram a baciloscopia positiva. Os demais exames
complementares realizados com o propdsito de excluir comorbidades de todos os pacientes ndo
demonstraram alteragbes. Em relagdo ao numero de troncos nervosos acometidos, 10%
apresentaram dois troncos nervosos afetados, 45% apresentaram um tronco nervoso afetado e

45% n&o tinham comprometimento de troncos nervosos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Perfil dos doentes de hanseniase

D N LES N NERV FORM OPR IDADE SEXO BACIL
CLIN
D1 1 0 | PB 26 B NEG
D2 1 0 | PB 42 F NEG
D3 2 0 T PB 21 B NEG
D4 1 0 T PB 20 F NEG
D5 1 0 | PB 21 B NEG
D6 1 0 | PB 15 M NEG
D7 1 0 T PB 48 B NEG
D8 DISS 2 DV MB 26 F POS (I1B=0,75)
D9 1EXT 1 D MB 31 M POS (1B=1,0)
D10 DISS 1 DV MB 26 M POS (1B=1,75)
D11 DISS 1 V MB 29 M POS (1B=3,5)
D12 1EXT 1 D MB 76 M POS (1B=1,0)
D13 1EXT 1 D MB 24 B POS (1B=1,0)
D14 DISS 1 \Y% MB 63 M POS (1B=4,25)
D15 3 EXT 1 D MB 30 M POS (1B=1,0)
D16 DISS 0 \% MB 64 M POS (1B=3,5)
D17 3 EXT 0 D MB 15 M POS (1B=1,0)
D18 1 1 T PB 42 M NEG
D19 DISS 1 D MB 34 M POS (1B=1,0)
D20 DISS 2 D MB 39 M POS (1B=1,0)
D21 2 0 T PB 22 M NEG
D22 3 0 T PB 29 F NEG
D23 DISS 1 V MB 59 M POS (1B=3,5)

Notas: D, Doente de hanseniase; N LES, nimero de lesGes cutaneas; N NERV, nimero de nervos comprometidos;
FORM CLIN, forma clinica da hanseniase; OPR, classificacao operacional da hanseniase; BACIL, baciloscopia;
IB, indice baciloscépico; DISS, disseminadas; EXT, extensa; I, indeterminada; T, tuberculdide; DV dimorfa-

virchowiana; D, dimorfa; T, tuberculdide; V, virchowiana; PB, paucibacilar; MB, multibacilar.

7.2 Perfil dos contatos intradomiciliares dos doentes de hanseniase (CT)

A despeito de todas as recomendac6es, nem todos os doentes de hanseniase atenderam
a solicitacdo para conduzirem os seus contatos intradomiciliares a fim de serem examinados.
Dos que conduziram, nem todos aceitaram ser voluntarios neste trabalho e ainda, alguns doentes
ndo possuiam contatos intradomiciliares. Os resultados da triagem deste grupo encontram-se

expressos na tabela a seguir:
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Tabela 2- Perfil dos contatos intradomiciliares dos doentes de hanseniase.

CONTATO PARENTESCO FORMA CLINICA IDADE SEXO
DO DOENTE
CT1 FILHA D 40 F
CT2 FILHO D 54 M
CT3 PAI T 53 M
CT4 IRMA T 22 F
CT5 ESPOSA 1 32 F
CT6 FILHO 1 10 M
CT7 FILHO I 16 M
CT8 IRMAO \Y; 52 M
CT9 IRMA \% 61 F
CT10 FILHA \Y; 49 F

Notas: CT, Contato; D, dimorfa; T, tuberculdide; I, indeterminada; V, virchowiana; F, sexo feminino; M, sexo

masculino.

Observa-se que neste grupo, 90% dos contatos intradomicilares apresentaram algum
grau de parentesco com o doente de hanseniase, 50% foram do sexo masculino, 50% do sexo
feminino. Trés contatos examinados tinham parentesco com a forma virchowiana polar, o que
é preocupante, pois esta forma é a maior responsavel pela disseminacdo do bacilo na
comunidade, apesar de ja ter sido demonstrada também a importancia na cadeia de transmissao
dos pacientes com formas clinicas paucibacilares da doenca. (GOULART, BERNARDES
SOUZA, MARQUES, et al., 2008)

7.3 Resultado das amostras em pacientes virgens de tratamento.

Em relacdo a expressdo de células TCD4" IFN-y*, (Tn1) os grupos de pacientes virgens
de tratamento, estratificados em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB) exibiram resultados
distintos. O padrdo de resposta foi semelhante quando as células do sangue periférico foram
estimuladas com a fitohemaglutinina (PHA) e com o bacilo de Calmete-Guérin (BCG). Os
individuos portadores de hanseniase considerados multibacilares apresentaram uma baixa
expressao de células TCD4" IFN-y*, que se assemelhou a0 mesmo padrdo obtido em relacdo
aos contatos intradomiciliares, sendo que estes ultimos, ao estimulo com PHA apresentaram
um discreto aumento em relacdo ao estimulo com BCG. As diferengas entre os individuos
paucibacilares estimulados com 0 BCG (PB-BCG) e com a fitohemaglutinina (PB-PHA) foram
significativamente maiores (p<0.001), que os individuos multibacilares (MB-BCG e MB-PHA)

conforme demonstrado no gréafico 1.
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Grafico 1 - Frequéncia de células CD4" produtoras de IFN-y.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares (MB), paucibacilares (PB) e contatos sem a
infec¢cdo (C) foram estimuladas com PHA (10ug/ml) e BCG (1pg/ml) por 24 horas. PB-BCG significativamente
maior que MB-BCG, PB-PHA significativamente maior que MB-PHA (p<0.001).

Do mesmo modo, a frequéncia de células CD4*IL-17" (Twl+Twl7) apresentou
comportamento distinto quando comparada com 0s grupos paucibacilares e multibacilares. O
estimulo com PHA demonstrou que o grupo multibacilar teve uma producéo consideravelmente
menor de IL-17 por células CD4" em relacédo ao grupo paucibacilar. Os pacientes paucibacilares
apresentaram maior producdo de IL-17 ap6s o estimulo com o BCG. O comportamento dos
contatos intradomiciliares em relacdo a esta producdo de IL-17 por células CD4", quando
estimulados com PHA apresentaram um padrdo aproximado dos individuos paucibacilares

guando estimulados com o BCG. (Gréfico 2)

Gréfico 2- Frequéncia de células CD4*IL-17".
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares (MB), paucibacilares (PB) e contatos
intradomiciliares (C) foram estimuladas com PHA (10ug/ml) e BCG (1upg/ml) por 24 horas. PB-BCG
significativamente maior que MB-BCG, PB-PHA significativamente maior que MB-PHA (p<0.001).

As células Tnl7 (CD4'IL-17FIFN-y’) apresentaram uma resposta ainda mais
significativa na comparacgdo entre os grupos de individuos doentes de hanseniase, sobretudo
quando estimuladas com a PHA. Os individuos multibacilares demonstraram uma frequéncia
consideravelmente inferior em comparacdo com os individuos paucibacilares. Mesmo em
menor proporcao, o estimulo com o BCG também demonstrou significancia estatistica entre 0s
grupos. Os contatos intradomiciliares em relacdo aos individuos multibacilares, do mesmo
modo apresentaram uma maior producéo de células TH17, tanto quando estimulados com a PHA

guanto estimulados com o0 BCG. (Grafico 3).

Gréfico 3 - Frequéncia de células Tw17.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares (MB), paucibacilares (PB) e contatos
intradomiciliares sem a infeccéo (C) foram estimuladas com PHA 10ug/ml e BCG (1pg/ml) por 24 horas. C-BCG
aproximado a PB-BCG. PB-BCG significativamente maior que MB-BCG, PB-PHA significativamente maior que
MB-PHA (p<0.001).

A correlacdo entre as citocinas inflamatorias IFN-y e 1L-17 ap0s o estimulo com PHA e
BCG foi positiva, tanto nos pacientes com a forma paucibacilar da doenga quanto nos pacientes
multibacilares (Tabela 3).
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Tabela 3 - Coeficiente de correlacdo entre as citocinas IL-17 e IFN-y apés estimulo com PHA e BCG em

pacientes paucibacilares e multibacilares.

Coeficiente de correlacao

Multibacilar
IL-17 X IFN-y
PHA 0,84
BCG 0, 959

Paucibacilar

IL-17 x IFN-y
0,932
0,787

7.4 Resultado comparativo das amostras antes e apds o segundo més de tratamento.

Os pacientes multibacilares antes do tratamento (MB-ST) ap6s o segundo més do

tratamento poliquimioterapico (MB-CT), apresentaram uma significativa expansdo da

populacdo de células CD4*IFNy*, sobretudo quando estimuladas com a PHA (p<0,05). O

estimulo com o BCG também apresentou esta mesma tendéncia a expansao (graficos 4 e 5).

Gréafico 4 - Comparativo de frequéncia de
células CD4*IFNy* em pacientes multibacilares

antes e ap0s o tratamento, quando estimulados

Gréfico 5 - Comparativo de frequéncia de
células CD4*IFNy* em pacientes multibacilares

antes e apos o tratamento, quando estimulados
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares antes (MB-ST) e apdés o segundo més do

tratamento poliquimioterapico (MB-CT) foram estimuladas com PHA (10pg/ml) e BCG (1pug/ml) por 24 horas.

Células CD4*IFNy* de pacientes MB tratados e estimulados com PHA tiveram niveis significativamente maiores

que antes do tratamento (p<0,05).



A populacéo de células CD4*IFN-y* dos pacientes paucibacilares ap6s o segundo més de

tratamento no estimulo com PHA e com o0 BCG néo apresentaram alterac6es significativas.

(gréficos 6 e 7).

Grafico 6 — Comparativo de frequéncia de
células CD4*IFNy* em pacientes paucibacilares
antes e ap0s o tratamento, quando estimulados
com PHA.

Grafico 7 — Comparativo de frequéncia de
células CD4*IFNy* em pacientes paucibacilares
antes e ap0s o tratamento, quando estimulados
com BCG.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes paucibacilares antes (PB-ST) e apds o segundo més do

tratamento poliquimioterapico (PB-CT) foram estimuladas com PHA 10ug/ml e BCG (1ug/ml) por 24 horas. Nao

foram observadas variaces significativas na frequéncia de células CD4*IFNy*.

Em relacéo a frequéncia de células CD4*IL-17"* nos pacientes multibacilares, houve uma

significativa expansdo de sua populacdo antes e apds o segundo més de tratamento

poliquimioterapico com ambos os estimulos (Gréficos 8 e 9), sobretudo ap6ds o estimulo com a

PHA (p<0,05).

CDA47IL-17" nos pacientes paucibacilares diante de ambos os estimulos (Graficos 10 e 11).

O tratamento ndo modificou significativamente a frequéncia de células

Grafico 8 - Comparativo de frequéncia células
CD4*IL17* em pacientes multibacilares apds o

segundo més de tratamento poliquimioterapico

quando estimulados com a PHA

Gréfico 9 — Comparativo de frequéncia de
células CD4*IL-17* em pacientes multibacilares
antes e ap0s o tratamento, quando estimulados
com BCG.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares (MB), antes e ap6s o inicio do tratamento
poliquimioterapico foram estimuladas com PHA 10ug/ml e BCG (1ug/ml) por 24 horas. Células de pacientes MB
tratados e estimulados com PHA tiveram niveis significativamente maiores de células CD4*IL17* que antes do
tratamento (p<0,05).

Grafico 10 — Comparativo de frequéncia de Grafico 11 — Comparativo de frequéncia de
células CD4*IL17* em pacientes paucibacilares células CD4*IL17* em pacientes paucibacilares
antes e ao segundo més de tratamento antes e ao segundo més de tratamento
poliquimioterapico estimulados com PHA. poliquimioterapico estimulados com BCG.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes paucibacilares antes (PB-ST) e apds o inicio do tratamento
poliquimioterapico (PB-CT) foram estimuladas com PHA (10ug/ml) e BCG (1pg/ml) por 24 horas. Nao foram
observadas variages significativas na frequéncia de células CD4*IL-17*.

A andlise da populacéo de células Tw17 nos pacientes multibacilares apds o segundo
més de tratamento mostrou significante expansado (p<0.05) frente aos dois estimulos com PHA
e BCG (gréaficos 12 e 13). No entanto quanto aos paucibacilares observou-se que nao houve
diferenca significativa nesta populagdo apds o inicio do tratamento, frente aos dois estimulos.
(gréficos 14 e 15).
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Gréfico 12 - Comparativo de frequéncia de
células Ty17 em pacientes multibacilares antes e
de
poliquimioterapico estimulados com PHA

ao segundo més tratamento

Grafico 13 - Comparativo de frequéncia de
células Ty17 em pacientes multibacilares antes e
de

poliquimioterapico estimulados com BCG.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes multibacilares (MB), antes e ap6s o0 inicio do tratamento
poliquimioterapico foram estimuladas com PHA (10ug/ml) e BCG (1pg/ml) por 24 horas. Células Thl7 de
pacientes MB tratados e estimulados com BCG ou PHA tiveram niveis significativamente maiores de células Ty17

que antes do tratamento (p<0,05).

Gréfico 14 - Comparativo de frequéncia de
células Ty17 em pacientes paucibacilares antes
de
poliquimioterapico estimulados com PHA.

e ao segundo  més tratamento

Gréfico 15 - Comparativo de frequéncia de
células Ty17 em pacientes paucibacilares antes
de
poliquimioterapico estimulados com BCG.
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Notas: Células de sangue periférico de pacientes paucibacilares (PB) foram estimuladas com PHA (10ug/ml) e
com BCG (1pg/ml) antes do tratamento (ST-PHA e BCG-ST) e apds o segundo més de tratamento

poliquimioterapico (CT-PHA e BCG-CT) por 24 horas. Ndo foi observada diferenca estatistica significante na

frequéncia de células Tul7.
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8. DISCUSSAO

A hanseniase € uma doenca granulomatosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae,
que afeta principalmente nervos periféricos e pele. A doenca pode prover um atrativo e
importante modelo no estudo do comportamento dos subtipos de populacGes de células T. A
patogénese e 0s aspectos clinicos da doenca estéo correlacionados com o tipo de resposta imune
mediada por célula expressa pelo paciente. Até o presente momento, é descrito que pacientes
com uma forte resposta imune celular do tipo Twl, relativamente resistentes a infecgdo
apresentam-se com lesdes limitadas entre uma e cinco lesdes localizadas, de aspectos variados,
desde hipopigmentadas e tricofitdides até de aparéncia bizarra, sendo todas elas com alteracdes
significativas de sensibilidade, e s&o classificados como paucibacilares. Por outro lado,
pacientes com deficiente resposta imune celular e preponderante resposta humoral do tipo Th2,
apresentam doenca disseminada, caracterizada por grande numero de bacilos e lesbes de
aspectos variados como placas, tubérculos, nddulos e infiltracdes, sendo classificados como
multibacilares. A participagdo das células TH17 na hanseniase ainda ndo esta definida.

A importancia do IFN-y produzido pelas células TCD4" na resposta priméaria ao M.
leprae esta bem estabelecida. Em 1983, Carl Nathan demonstrou a possibilidade de uso desta
citocina em seres humanos, utilizando em pacientes portadores de hanseniase. A injecdo de
IFN-y recombinante diretamente em lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase virchowiana
induziu a infiltracdo macrofagica, producdo de peroxido de hidrogénio e levou a uma reducdo
do Mycobacterium Leprae nas lesdes. (NATHAN, KAPLAN, LEVIS et al., 1983).

Outros trabalhos semelhantes foram realizados, destacando-se um estudo onde foram
testados pacientes virchowianos polares e pacientes dimorfos, submetidos a maltiplas injecdes
intradérmicas de 10 pg de IFN-y, demonstrando uma reducéo no indice baciloscopico nas lesdes
em 14 pacientes, além da manutencgdo da resposta inflamatoria granulomatosa 21 dias depois.
(KAPLAN,MATHUR, JOB et al., 1989).

Esta citocina entre outras funcbes induz macréfagos a produzirem TNF-a,
incrementando a ativacdo destas mesmas células (MURRAY, SPITALNY, NATHAN et. al.,
1985).

Os niveis de TNF-a. em relagéo aos dois polos espectrais da hanseniase demonstram que
esta citocina encontra-se mais presente em soro de doentes com formas tuberculGides e € menos
frequente no soro de virchowianos, exceto quando estes pacientes desenvolvem reacéo
hansénica do tipo 2 indicando que a destruicdo do bacilo e formacdo do granuloma esta
relacionada a presenca desta citocina. (MOUBASHER, KAMEL, ZEDAN et. al., 1998) ().
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Finalmente, IFN-y ativa mecanismos antimicrobianos nos macrdfagos, ao induzir 6xido
nitrico sintase, levando a produgdo de 6xido nitrico (NO), um importante microbicida. O TNF-
a ¢ necessario para a formacao do granuloma e desempenha um papel essencial na contengao e
prevencdo da disseminacao da doenca. (MADAN, AGARWAL, CHANDER, 2011).

No presente estudo observou-se uma frequéncia significativamente maior de células
TCD4" produtoras de IFN-y em pacientes paucibacilares em comparagdo com os multibacilares
tanto estimulados com PHA quanto com o BCG, resultado que estd em concordancia com a
tematica na literatura disponivel.

Em revisdo bibliografica, ndo foram encontradas publicacGes que avaliem o possivel
papel da interleucina 17 na hanseniase. A literatura reporta apenas um trabalho que observa que
ndo ha diferenca na producéo de IL-17 entre individuos com forma reacional ou ndo reacional.
(STEFANI, GUERRA, SOUSA et al., 2009).

Neste estudo os autores se propunham identificar marcadores para as duas formas da
doenca.

Os resultados demonstraram pela primeira vez, que pacientes paucibacilares tiveram
uma frequéncia significativamente maior de células T CD4* produtoras de IL-17 tanto
estimulados com PHA como com BCG, fato que sugere fortemente que esta citocina
provavelmente se adéqua a um perfil de imunoprotecéo.

Oliveira e colaboradores (1999) isolaram neutrdfilos de pacientes com episodio de
inflamacao reacional.

Os neutrofilos sdo comuns em lesdes de pacientes reacionais, bem como no periodo do
tratamento poliquimioterdpico. Os neutrofilos podem atuar ndo apenas na fagocitose, mas
também na produgdo de citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-8. Os autores mostraram que
neutrdfilos de pacientes reacionais tipo 2 secretam TNF-a e 1L-8, sugerindo que estas células
podem também participar da regulacdo da resposta imune na hanseniase contribuindo com a
amplificacdo da produgdo do TNF-o que em grande parte é produzido por fagocitos
mononucleares. (OLIVEIRA, MARTELLI, SCOLLARD, 2009).

A IL-17 pode afetar tanto a homeostasia quanto a sobrevivéncia dos neutréfilos. Na
infeccdo com Mycobacterium tuberculosis quando a IL-17 € neutralizada, ocorre diminuicdo
de neutrofilos. (DRAGON, SAFFAR, SHAN et. al., 2007; ZELANTE, DE LUCA A,
BONIFAZI et al., 2007).

Sendo a IL-17 na hanseniase predominante nos pacientes paucibacilares em relagdo aos
multibacilares, é possivel que a protecdo conferida pela IL-17 possa estar relacionada com o
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recrutamento e sobrevivéncia dos neutrdfilos na fase inicial da lesdo levando ao controle da
carga bacilar e da organizacéo do granuloma.

Outro mecanismo protetor de IL-17 foi encontrado na infeccdo pela Francisella
tularensis, o agente causador da tularemia. Os autores demonstraram que Tn17 dependente de
IL-23 induzem a secrecdo de IL-12 por células dendriticas, aumentando a resposta Thl. Esta
resposta depende diretamente da sinalizacdo de IL-17, levando a uma maior producédo de IFN-
v € mediando a morte da bactéria. (LIN, RITCHEA, LOGAR, 2009).

Também se evidenciou uma correlagdo positiva entre IFN-y e IL-17 tanto nos pacientes
paucibacilares quanto nos multibacilares. Este fato € sugestivo que, de uma maneira
semelhante, na infeccdo pelo M. leprae, os linfocitos TH17 também incrementem a resposta
Thl, pois quando se selecionou a populacdo especifica de células TH1l7 foi observada
novamente a maior frequéncia destas nos pacientes paucibacilares. Estes dados sdo inéditos e
sugerem fortemente que esta populacdo deve estar relacionada com uma atividade protetora no
inicio da infeccdo, direcionando a resposta imunologica para um padrdo de predominante
imunidade celular. Desta forma, pacientes que conseguem induzir maior ativacao destas células
no primeiro contato com o M. leprae tem um maior controle da carga bacilar e maior capacidade
de contencédo da doenca.

Torrado e Cooper (2010), demonstraram que durante a tuberculose primaéria, sdo
expressos tanto IFN-y quanto IL-17, sendo ambas potentes citocinas inflamatdrias capazes de
induzir a expressdo de quimiocinas que, por sua vez promovem recrutamento de células e
organizacdo do granuloma durante a infeccdo. No entanto durante a fase crénica da infeccao,
um balanco entre Tul e TH17 € necessdrio para que haja o controle do crescimento
bacterioldgico e sua respectiva imunopatologia. Desta forma, excessiva producdo de IL-17
poderia levar a um maior recrutamento de neutréfilos e consequentemente maior dano tecidual.

Como é relativamente recente a identificacdo das células TH17, a sua funcéo ainda é
controversa. Dados recentes tém demonstrado uma complexa atuacdo desta populacdo e suas
citocinas nas diferentes infec¢Bes por bactérias intracelulares, fungos, virus e parasitos. Estas
células tém sido implicadas como fortes indutoras de inflamacéo e dano tecidual em modelos
de doencas autoimune e infeccdo. Os estudos vém demonstrando que a linhagem de células
Twl7 produz citocinas que pode mediar respostas boas ou maléficas para o paciente. Desta
forma o balanco entre Twl7 mediando protecdo e patologia € uma importante questdo na
definicdo de seu papel no controle da infeccéo.

Outro dado importante foi a correlacdo positiva observada entre a IL-17 e IFN-y. A

avaliacdo desta correlagéo permite compreender melhor a associagdo entre as citocinas. Este
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resultado sugere que estas duas citocinas podem atuar sinergicamente no controle da infecgéo
e atenuacgéo da lesdo. Portanto, nos pacientes paucibacilares 0 aumento da expressao de 1L-17
é acompanhado pelo aumento de IFN-y e este deve ser um fator primordial no controle indice
bacilar. Como descrito anteriormente, em modelo com F. tularensis, foi observado que a IL-17
pode induzir maior producédo de IFN-y.

Cruz e colaboradores (2006) sugeriram que a inoculagéo de BCG leva a indugéo de
TGF-p e IL-6, levando consequentemente a maior expressao de 1L-23R nas células T ativadas.
No entanto a adi¢ao de IFN-y ou expanséo de células produtoras de IFN-y levaria a um aumento
de IL-12R, limitando a disponibilidade de células T a IL-23, desta forma limitando a expanséo
de células produtoras de IL-17. Especificamente, 0 aumento da inducéo de IFN-y pelo patdgeno
pode limitar a producdo e o acimulo de células produtoras de I1L-17, diminuindo o possivel
dano tecidual mediado pela resposta imune. (CRUZ, KHADER, TORRADO et al., 2006).

Em 2010, Cruz estimulou repetidamente com o BCG, camundongos infectados com o
Mycobacterium tuberculosis e concluiu que o nimero de células produtoras de IFN-y ndo era
afetado. No entanto a repetida estimulacao antigénica, fez com que a IL-17 se tornasse refrataria
a regulagdo pelo IFN-y previamente sugerida, resultando em um aumento significativo no
namero de células produtoras de IL-17 nos tecidos. Para estes autores a expressao elevada de
células Thl7 seria responsavel pelo maior dano tecidual. Desta forma, os esquemas de
vacinacao devem ser cuidadosos para que ndo haja exacerbagéo desta resposta sem o controle
de IFN-y. (CRUZ, FRAGA, FOUNTAIN et al., 2010).

Khader e colaboradores (2007) demonstraram que a deplecdo de IL-17 durante a
infeccdo com o M. tuberculosis reduziu a expressdao de quimiocinas CXCL9, CXCL10 e
CXCL11 e causou diminuicdo na expressao e acimulo de células T CD4" produtoras de IFN-
v. Desta forma, estes autores sugerem que a producao inicial de IL-17 é importante no controle
da infeccdo, e a producdo das quimiocinas seria crucial no recrutamento de células TCD4*
produtoras de IFN-y que controlariam a infeccdo e o dano tecidual. (KHADER, BELL, PEARL
etal., 2007).

A literatura reporta também, a importancia da IL-17 na formacdo do granuloma em
pulméo de camundongos infectados com 0 BCG. Neste estudo, camundongos deficientes em
IL-17 foram incapazes de desenvolver granulomas maduros favorecendo a disseminacao da
infecgdo. (OKAMOTO YOSHIDA, UMEMURA, YAHAGI et al., 2010).

Na hanseniase, estd bem estabelecido que a pobre formacdo de granulomas e a

consequente evolucdo para as formas multibacilares € um dos achados histopatologicos
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caracteristicos destas formas de apresentacgdes clinicas da hanseniase. (ELDER, ELENITSAS,
JOHNSON et al., 2005).

Portanto, diante deste modelo frente aos resultados e os confrontando com a literatura,
passa-se a crer que as produgdes de IL-17 e IFN-y seriam cruciais para o controle bacilar. O
aumento na expressao de células TCD4" produtoras de IFN-y impediria a exacerbacdo da
producdo de IL-17 e consequente aumento de dano tecidual. Sob este aspecto deduz-se que este
é um dos fatores que levam aos pacientes paucibacilares apresentarem uma resposta imune
equilibrada, e consequentemente uma carga bacilar menor e lesdes mais controladas.

No entanto, nos pacientes paucibacilares, com niveis elevados de IFN-y e também com
niveis elevados de IL-17, este mecanismo de regulacdo entre estas duas citocinas na hanseniase
necessita ser mais bem compreendido.

Se este padrdo de comportamento imunoldgico em relacéo a regulacéo de IFN-y e IL-
17 observado na tuberculose puder ser demonstrado na hanseniase, alteraces neste mecanismo
regulador poderdo ser desastrosas, principalmente se houver envolvimento neuroldgico
associado. Talvez este desequilibrio, que envolve também outras citocinas como a IL-23,
contribua para a ocorréncia dos estados reacionais, sobretudo a reacéo tipo 1.

Estes achados semelhantes tanto na tuberculose e agora na hanseniase reforcam a
hipGtese que o comportamento dos niveis de IL-17 pode vir a ser um importante biomarcador
associado com inflamagdes granulomatosas cronicas causadas por micobactérias.

A partir dos resultados que mostraram diferencas entre os individuos paucibacilares e
multibacilares quanto a expressao de CD4*IFN-y*, CD4"IL-17" e CD4*IL-17"IFN-y", a prdxima
questdo foi verificar como se comportavam estes pacientes apds o inicio do tratamento
poliquimioterapico.

Ao segundo més de inicio do tratamento poliquimioterapico quando foram efetuadas
novas anélises, o0 comportamento destas populagdes celulares e das citocinas foram bastante
distintos na individualizagdo dos grupos multibacilares e paucibacilares. Os pacientes
multibacilares apresentaram um aumento significativo na expressdo de células Tul7 e na
frequéncia de células CD4"IFN-y*, assim como também houve uma significativa expansdo do
percentual de linfocitos CD4IL-17". Os pacientes paucibacilares mantiveram os niveis de
producdo. O resultado mostra que o tratamento poliquimioterdpico modificou o perfil de
resposta principalmente dos pacientes multibacilares, que aumentaram significativamente a
expressdo dos perfis TH1 e TH17. Este dado reforca fortemente a hipotese de que a populagdo

Tw17 tem um papel crucial na resposta protetora contra 0 Mycobacterium leprae.
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Esté repetidamente demonstrado que os macréfagos em pacientes multibacilares néo
séo capazes de eliminar o Mycobacterium Leprae eficientemente das lesdes. Microorganismos
mortos e seus fragmentos persistem até mesmo por longos periodos ap6s a conclusao do
tratamento poliquimioterapico. Este fato, sobretudo nas formas multibacilares da doenca
funciona como estimulo antigénico constante e leva a uma desregula¢do imune, que, por sua
vez representa a justificativa da manutencéo de estados reacionais do tipo 2 por longos periodos
naqueles pacientes que os desenvolvem. (JOB, JAYAKUMAR, KEARNEY et al., 2008).

Por outro lado, nem todos os pacientes multibacilares sdo acometidos pela reagéo tipo
2. Estaria a populacéo de células TH17 envolvida no processo desta ocorréncia?

Mais estudos sdo necessarios para se estabelecer e mensurar outras citocinas
subprodutos da populagdo celular Thl7 e as suas relagbes de sinalizacdo moleculares
estabelecidas entre o sistema imunologico dos individuos acometidos pela hanseniase.

De importancia fundamental, seré reproduzir este estudo nos pacientes reacionais, com
a perspectiva de correlacionar a destruicao tecidual ao balango entre a producdo de IFN-y e IL-
17 no caso das reacdes do tipo 1, ou de verificar se existe algum tipo de participacdo da IL-17
e das células TH17 na génese e/ou manutengéo dos estados reacionais do tipo 2.

A reproducdo também nos casos de recidiva da doenca ou de falha terapéutica, mesmo
sendo ocorréncias raras também poderd contribuir na diferenciagcdo entre tratamento

insuficiente, faléncia terapéutica por deficiéncia imunoldgica e resisténcia medicamentosa.

9. CONCLUSOES

= Os pacientes paucibacilares apresentam uma significativa expressao de células T CD4*
produtoras de IFN-y e IL-17 em comparacdo com 0s pacientes multibacilares,
corroborando a fungéo protetora do IFN-y e sugerindo também mecanismo protetor para
allL-17.

= Existe uma correlacdo positiva entre a producdo das citocinas IL-17 e IFN-y ou seja,
ambas aumentam tanto nos pacientes paucibacilares quanto nos pacientes
multibacilares, sugerindo que existe um nivel de regulacdo destas citocinas que

necessita ser melhor compreendido.

= Os pacientes paucibacilares expressaram niveis significativos de células ndo somente

com perfil TH1 como também com perfil TH17 em comparagdo com os multibacilares,
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sugerindo que esta populacdo também tem um importante controle imunolégico na

evolugdo da hanseniase.

O tratamento poliquimioterapico ndo levou a alteracdes significativas nos pacientes

paucibacilares, que ja apresentavam um perfil imunologico TH1/TH17.

O tratamento poliquimioterapico levou a um aumento de expressao das células Th17,
bem como da produgdo de IL-17 nos pacientes multibacilares, apos inicio do tratamento,
0 que sugere que esta populacdo, em conjunto com a acdo da poliquimioterapia, esta

envolvida na atividade bactericida.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

9.1 Novo modelo proposto para a elaboracdo da resposta imune da hanseniase em

pacientes paucibacilares.

Os resultados permitiram comprovar as hipoteses 0 11 e IV e refutar as hipoteses I, 111 e
V. Os objetivos gerais e especificos foram atingidos de acordo com a metodologia empregada.
A bibliografia consultada permitiu compreender os resultados obtidos, a despeito da nova
temaética abordada e dos resultados discutidos por comparagéo.

Mais um capitulo a intricada resposta imunoldgica da hanseniase foi adicionado,
demonstrando que ainda hd um longo caminho a ser percorrido para a sua compreensao.
Fundamentando-se nos resultados encontrados, propde-se o modelo ilustrado a seguir (fig. 24)

para a elaboracdo da resposta imune da hanseniase para os pacientes paucibacilares:

Figura 24 — Novo Modelo Proposto para a elaboracdo da resposta imune na hanseniase em pacientes

paucibacilares

~

» : A . 2 a
.......... 1 infoci b infocil J | Macroéfa o%Cél Dendritica >, Q Linfécito Tu2
S Mycobacterium leprae >g< Linfocito T 7 m Linfocito Tu1 ) g

qr

# Cél. Natural Killer . Anticorpos (( Macrofago parasitado  “ie%e 1 17 SEUFN-Y
"' destruindo M. leprae et

Notas: A sinalizagdo de IL-17 através das células Ty17 direciona a resposta imunoldgica para o conhecido
padrdo Twl da doenca, contribuindo para a formacéo e a manutencé@o dos granulomas e permitindo desta

maneira a conten¢do da doenca e a sua expressao clinica em suas formas paucibacilares.
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Abstract

Background Studies on the immunology of leprosy are fundamental to the understanding of the various forms of clini-
cal manifestation of the disease. In some diseases, lymphocytes T,;17 and one of its key cytokines, interleukin-17 has
been shown to be essential in developing an effective immune response. In leprosy, involvement of lymphocyte Ty17
and interleukin-17 remains understudied.

Objectives This study is the first investigation to examine the association between T17 cells, interleukin-17 and inter-
feron- vy in patients and households contacts of leprosy.

Methods To document the participation of T;17 cells and interleukin-17 in the immunology of leprosy, to observe the
behavior of interferon-v in relation to interleukin-17 and to verify the differences found between individuals paucibacillary,
multibacillary and household contacts, we analyzed samples peripheral blood to identify Ty-17 cells, interleukin-17 and
IFN-v; establishing relationships between all the groups.

Results There was a significant difference in the results found in the comparison between the paucibacillary and multi-
bacillary groups of patients (P < 0.001), as well with the household contacts (P < 0.005). The polychemotherapeutic
treatment modified the profile of immune response in multibacillary patients compared to what was observed before the
start of treatment.

Conclusion The principal finding was that Ty17 lymphocytes and interleukin-17 actively participating in the immune
response of Hansen'’s disease as well these cells can stimulate the cellular immunity.
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Introduction

Leprosy remains a serious public health problem in several
countries of the world, especially in India and Brazil, which
ranks second in the world in newly registered cases of the
disease. The clinical manifestation of the disease is diverse and
variable, and depends basically of immunological mechanisms
defined by the interaction of the aetiological agent and its host."

Until now, the definition of the clinical course of the disease
is mediated by the ability of the body to develop dichotomous
immune responses.” With the predominance of a cellular
immune response, there is greater control of the bacillary load
and consequently of the disease, leading to clinical presentation
of PB forms. On the other hand, if there is preponderance of a
humoural-type immune response, a super-proliferation of Bacil-
lus occurs and spreads, causing the clinical presentation of mult-
ibacillary (MB) forms of the disease. This dichotomy is
attributed until now, among other factors, to two cellular popu-
lation subgroups: Tyl and T2 lymphocytes, which through the
production of certain cytokines, define the clinical direction of
the development of Hansen’s disease in its various forms.’

After the relatively recent discovery of a third, independent
lymphocytic sub-population, defined as Ty17 lymphocytes,*
whose real role, whether as protector or not, is not yet estab-
lished in Hansen’s disease, in addition to the production of
interleukin-17 (IL-17), which is pointed to as the main
by-product of this same cellular sub-population,” it is neces-
sary that the concepts of the immunology of Hansen’s disease
be revised and expanded. The protective role of interferon-y
(IFN-v) appears to be well defined. There is a greater expres-
sion of this cytokine in PB forms of the disease.® Most studies
involving IFN-y and IL-17 suggest a regulatory mechanism
between these two cytokines, so that the expansion of IFN-y
leads to a depletion of IL-17.7

The aim of this study was to verify the involvement of Ty17
lymphocytes and IL-17 in peripheral blood of patients with
untreated leprosy and after undergoing multidrug therapy and
to compare the differences found between the groups with
household contacts of these same patients. After this first step,
we propose to verify that the chemotherapy treatment modified
the frequency of these cells and cytokines.

Materials and methods

Patients were selected at the Amélia Pontes Health Center,
located in the city of Caruaru, Pernambuco, and the Hebert de
Souza Health Center in the Cabo de Santo Agostinho, Pernam-
buco, both in Brazil, (well-recognized dermatology centres). In
the period established for blood sample collections, 23 patients
arrived at the centre and all agreed to participate in this study.
Of these patients, 13 were classified as MB and 10 as PB. The
clinical form was considered the clinical occurrence of the dis-
ease in diagnosed individuals, in accordance with the classification

JEADV 2014

of Madrid (1953) modified by Ridley—Jopling.® The operational
classification stratified patients with Hansen’s disease into PB
and MB groups in accordance with the criteria set out by the
World Health Organization.” The analysis of the results obtained
took into consideration this classification. For the clinical evalu-
ation of these patients, questionnaires were conducted and med-
ical records were developed with following data: identification
(name, age, sex and ethnic group), time of onset of the disease,
clinical classification, operational classification, family history of
Hansen’s disease cases, history of contact with patients carrying
Hansen’s disease, history of chronic infectious diseases or auto-
immune diseases and use of medication. All patients diagnosed
with Hansen’s disease in this period were patients without com-
plications or comorbidities that could interfere with the
expected evolution of the disease. After the diagnosis and the
completion of routine examinations, patients received the first
dose of polychemotherapy and were told to bring their house-
hold contacts to be examined. Eight patients responded to this
request, resulting in the examination of 10 individuals. After the
second month of polychemotherapeutic treatment, patients were
told to return for another blood collection for the completion of
the study. Seven patients visited the centre to collect this second
sample.

The procedures followed were in accordance with the ethical
standards set by the committee responsible for human experi-
mentation at the Federal University of Pernambuco and with the
Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983. All persons
involved in this study signed a disclosed consent form.

Analysis of samples
To evaluate the production of IFN-y and IL-17 by T CD4"
cells, undiluted whole blood samples of PB patients (6), MB
patients (15) and healthy contacts (10) were incubated for
24 h with 1 mL of RPMI, supplemented with 10% FCS in cul-
ture tubes (Falcon BD) and stimulated with phytohaemagglu-
tinin (PHA) (10 pg/mL) or Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
(1 pg/mL). After 18 h of stimulation, 0.5 pL of BD Protein
Golgistop Transport Inhibitor (BD Bioscience™, Sao Paulo,
Brazil) was added for the last six remaining hours. Fixed cells
were permeabilized in 1 mL of BD Perm/Wash™ (BD
Bioscience™, Catalogue No 554733, Sio Paulo, Brazil), incu-
bated at room temperature for 15 min and centrifuged at
300 g for 10 min, removing the supernatant. The cell suspen-
sions were stained with a 5 pL mixture of CD4 PERCP-CY5.5
(clone SK3) (FL3); IL-17A PE (clone N49-653) (FL2), IFN-y
FITC (clone B27) (FL1) antibodies for 30 min at room tem-
perature and protected from light. After marking, the suspen-
sions were washed twice with 1 mL of BD Perm/Wash™ and
centrifuged at 300 g for 10 min. The cells were then sus-
pended again with 400 pL of BD Cytofix™ (BD Bioscience™,
Brazil).

Sao Paulo, Data acquisition and analysis were
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Figure 1 Distinct gate strategies were used to analyze each cytokine-expressing leucocyte subpopulations. Lymphocytes gate started
with the selection of Region 1 (R1) in Forward Scatter Channel versus Side Scatter Channel (SSC) dot plot (a). Following gate combination,
cytokine expressing CD4 T-cell subset was quantified by quadrant statistics of FL3/anti-CD4-PerCP-CY5.5 versus FL1/anti-IFN-y-FITC (b)
or FL2/anti-IL-17A-PE dot plots. The analysis of T17 cells was performed by selecting the Region 2 (R2) in of FL3/anti-CD4-PerCP-CY5.5

versus FL1/anti-IFN-y-FITC dot plot (c).

™

performed using the BD Cell quest™ Pro software (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA 95131,
USA) after collecting a minimum of 20 000 events/sample and
the strategy for the analysis of cells producing IL-17 and IFN-

v is shown in Fig. 1.

Statistical analysis

The data of cytokine occurrence and cellular phenotyping
were performed via the software GraphPad PRISM 5.0
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA 92037 USA). Analysis
of variance (aNova) was performed and assigned the heteroge-
neity of the samples, the Kruskal-Wallis test was used fol-
lowed by the Dunns test to compare the population of Tyl7
cells between treated and untreated individuals and the
Wilcoxon test for paired samples. Correlation among different
cytokine productions was conducted by using Pearson’s corre-

lation test.

Results

The analysis of the Hansen’s disease patients showed that of
the 23 patients studied, 10 patients (43.4%) were considered
PB and 13 patients (56.5%) were considered MB. The clini-
cal classification of Madrid modified by Ridley—Jopling
showed that four patients (17.9%) were of an indeterminate
form, six patients (26%) were of the tuberculoid form, seven
patients (30.4%) were of the borderline form, two patients
(8.7%) form and four
patients (17.9%) were of the lepromatous form. The age

were of borderline-lepromatous
ranged between 15 and 76 years, with an average age of
(39.1%) and 14
patients (60.8%) were male. The smear was performed in all

34.8 years. Nine patients were female
patients.

All the patients classified as PB had a negative smear. All
patients classified as MB had a positive smear. Patients with
comorbidities were excluded from this study. Ten per cent pre-
sented two affected nerve trunks, 45% had one affected nerve

trunk and 45% had no impairment of nerve trunks (Table 1).
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In group of patients’ household contacts, 90% of the
household contacts had some degree of kinship with the Han-
sen’s disease patient, 50% were male, 50% female. Three con-
tacts examined had kinship with the lepromatous polar form,
which is worrisome as this form is most responsible for the
spread of the Bacillus in the community, despite having
already demonstrated the importance in the chain of trans-
mission of patients with PB clinical forms of the disease
(Table 2).

Result of the samples in untreated patients

Frequency of CD4*IFN-y* T cells (Ty1) The frequency of
CD4'IEN-y" T cells (Tyl), in the untreated patient group,
stratified in PB and MB showed distinct results. The pattern of
response was similar in both the stimulation with PHA as
with BCG. The individuals with MB Hansen’s disease showed
a low expression of Tyl cells. The differences between the
PB individuals stimulated with BCG (PB-BCG) and with
phytohaemagglutinin (PB-PHA) were significantly —greater
(P < 0.001) than MB individuals (MB-BCG and MB-PHA).The
household contacts are (C-PHA and C-BCG) showed a similar
response pattern to MB patients (Fig. 2a).

Frequency of CD4*IL-17* cells (Ty1 + Tyu17) The frequency
of CD4"IL-17" cells showed distinct results when comparing
MB and PB groups. Stimulation with PHA showed that the
MB group had a significantly lower production of IL-17 by
CD4" cells than the PB group. The PB patients had higher
production of IL-17 after the stimulus with BCG. The results
of the household contacts in relation to this production of
IL-17 by CD4" cells, when stimulated with PHA, showed a
pattern similar to the PB group when it was stimulated with
BCG (Fig. 2b).

Frequency of CD4*IL-17"IFN-y~ (Ty17) Tyl7 cells showed a
response even more significant in the comparison between
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Table 1 Profile of Hansen’s disease patients

P No. of LES No. of NERV Clin form OPR Age Sex Smear

D1 1 0 | PB 26 F NEG

D2 1 0 | PB 42 F NEG

D3 2 0 T PB 21 F NEG

D4 1 0 T PB 20 F NEG

D5 1 0 | PB 21 F NEG

D6 1 0 | PB 15 M NEG

D7 1 0 T PB 48 F NEG

D8 DISS 2 BL MB 26 F POS (IB = 0.75)
D9 1 EXT 1 B MB 31 M POS (B = 1.0)
D10 DISS 1 BL MB 26 M POS (B = 1.75)
D11 DISS 1 L MB 29 M POS (B = 3.5)
D12 1 EXT 1 B MB 76 M POS (B = 1.0)
D13 1 EXT 1 B MB 24 F POS (B = 1.0)
D14 DISS 1 L MB 63 M POS (1B = 4.25)
D15 3 EXT 1 B MB 30 M POS (B = 1.0)
D16 DISS 0 L MB 64 M POS (B = 3.5)
D17 3 EXT 0 B MB 15 M POS (B = 1.0)
D18 1 1 T PB 42 M NEG

D19 DISS 1 B MB 34 M POS (B = 1.0)
D20 DISS 2 B MB 39 M POS (B = 1.0)
D21 2 0 T PB 22 M NEG

D22 3 0 T PB 29 F NEG

D23 DISS 1 L MB 59 M POS (B = 3.5)

B, borderline; BL, borderline-lepromatous; CLIN FORM, clinical form of Hansen’s disease; DISS, disseminated; EXT, extensive; |, indeterminate; 1B,
bacilloscopic index; L, lepromatous; LES, number of skin lesions; MB, multibacillary; NEG, negative; NERV, number of affected nerve trunks; OPR,
operational classification; P, patient with Hansen'’s disease; PB, paucibacillary; POS, positive; T, tuberculoid; T, tuberculoid.

Table 2 Profile of Hansen’s disease patients’ household contacts

Contact Relationship Clinical form of the disease Age Sex
CT1 Daughter B 40 F
CT2 Son B 54 M
CT3 Father T 53 M
CT4 Sister T 22 F
CT5 Wife | 32 F
CT6 Son | 10 M
CT17 Son | 16 M
CT8 Brother L 52 M
CT9 Sister L 61 F
CT10 Daughter L 49 F

B, borderline; CT, Contact; F, female; |, indeterminate; L, lepromatous; M,
male; T, tuberculoid.

individual groups of leprosy patients, especially when stimulated
with  PHA. MB individuals showed a significantly lower
(P < 0.001) compared to PB individuals. Even a lesser extent,
stimulation with BCG also showed statistical significance
between groups. Household contacts of MB individuals also had

JEADV 2014

a higher production of Tyl7 cells with the both stimulation
(Fig. 2¢).

Correlation coefficient between the cytokines IFN-y and
IL-17  The correlation observed between the inflammatory cyto-
kines IFN-vy and IL-17 after stimulation with PHA and BCG was
positive, both in patients with the PB form as with patients with
the MB for of the disease (Table 3).

Comparative result of samples before and after the second
month of treatment
Multibacillary patients before treatment (MB-ST) and after the
second month of polychemotherapeutic treatment (MB-CT),
had a population increase in the Ty1 cells, especially when stim-
ulated with PHA, but not significant difference statistically.
Stimulation with BCG also featured the same trend towards
expansion (Fig. 3a and b). PB patients before treatment (PB-ST)
and after the second month of polychemotherapeutic treatment
(PB-CT) did not show significant changes in the population of
CD4'TFN-y" cells (Fig. 3c and d).

In relation to the frequency of CD4'IL-17" cells in MB
patients, there was a significant expansion of its population

© 2014 European Academy of Dermatology and Venereology
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Figure 2 Result of the samples in untreated patients. Frequency
of Ty1 cells (a); IL-17 (b) and Ty17 cells (c), were verified in periph-
eral blood cells of patients with multibacillary (MB), paucibacillary
(PB) and household contacts without infection (C) were stimulated
with phytohaemagglutinin (PHA) (10 pg/mL) and Bacillus Cal-
mette-Guérin (BCG) (1 ng/mL) for 24 h. Results of PB-BCG were
significantly greater than MB-BCG, while PB-PHA were signifi-
cantly greater than MB-PHA, C-BCG was similar to PB-BCG

(*P < 00.1).
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Table 3 Correlation coefficient between the cytokines IL-17 and
IFN after stimulation with PHA and BCG in paucibacillary (PB) and
multibacillary (MB) patients

Correlation coefficient

MB (n = 13) PB (n = 10)
? P r P

PHA 0.84 0.00064 0.932 0.000085

BCG 0.959 0.0000022 0.787 0.07

BCG, Bacillus Calmette-Guérin; PHA, phytohaemagglutinin.

before and after the second month of polychemotherapeutic
treatment (P < 0.05), especially after stimulation with PHA
(Fig. 4a and b). PB patients did not show significant changes in
the frequency of CD4"1L17" cells before (PB-ST) and after (PB-
CT) polychemotherapeutic treatment with the both stimulation,
PHA and BCG (Fig. 4c and d).

The population of Ty17 cells in MB patients exhibited signifi-
cant expansion (P < 0.05) after the second month of polychemo-
therapeutic treatment in response to the stimulation with PHA
and BCG (Fig. 5a and b). There were no statistically significant
differences in PB patients before (PB-ST) and after (PB-CT) the
second month of polychemotherapeutic treatment in response to
stimulation with PHA (ST PHA) and BCG (Fig. 5cand d).

Discussion
Paucibacillary individuals produce more IFN-y: the importance
of IFN-v in the primary response to Mycobacterium leprae is well
established.® These results are corroborated by the literature. In
the present study, a significantly higher frequency was observed
of TCD4" cells producing IFN-y in PB patients compared to MB
patients stimulated either with PHA or BCG (P < 0.001). Several
studies have pointed to IFN-y and TNF-o as having an important
role in immune-protection. IFN-y activates antimicrobial mecha-
nisms, inducing production of inducible NO synthase, leading to
the production of nitric oxide, an important microbicide.'® In
addition, IFN-y induces macrophages to produce TNF-a,
increasing the activation of these same cells."" It has been shown
that TNF-a is present in the serum of patients with tuberculoid
forms and absent in the serum of patients with lepromatous
forms, indicating that the destruction of the Bacillus and granu-
loma formation must be related to the presence of this cytokine.'?
Paucibacillary patients had a significantly higher frequency of
CD4'IL-17" T cells both when stimulated with PHA as with
BCG: the function of IL-17 in Hansen’s disease is unknown.
Studies that have examined other mycobacterial infections have
shown that IL-17 modulates the production of IFN-v, increasing
the Tyl response.13 In tuberculosis, IL-17 can affect both homo-
eostasis as well as neutrophil survival. In this disease, when IL-17
is neutralized, a reduction in neutrophils occurs.'* Torrado and
Cooper showed that during primary tuberculosis, both IFN-y
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and IL-17 are expressed, both of which are potent inflammatory
cytokines capable of inducing the expression of chemokines,
which in turn promote cell recruitment and organization of the
granuloma during infection.'”” Okamoto et al,'® report the
importance of IL-17 in the formation of granuloma in the lungs
of mice infected with BCG. In this study, mice deficient in IL-
17A were unable to develop mature granulomas favouring the
spread of infection. This present study suggests that IL-17 has a
protective role in the onset of infection and it is possible that the
mechanism involved could be related with the survival and
recruitment of neutrophils in the early stages of injury leading to

control of bacillary load.

JEADV 2014

However, during the chronic phase of infection, a balance
between Tyl and Ty17 is necessary for the control of bacterial
growth and their respective immunopathology.'® Therefore,
excessive production of IL-17 could lead to increased recruit-
ment of neutrophils and consequently greater tissue damage.
Perhaps deregulation in these modulating mechanisms IFN-v vs.
IL-17 contributes to the occurrence of reactionary states of the
reverse reaction type. Another protective mechanism of IL-17
was found in Francisella tularensis infection, the causative agent
of tularaemia. The authors have shown that T;17 dependent on
IL-23 induces the secretion of IL-12 by dendritic cells, increasing
the Tyl response. This response depends directly on the signal-
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ling of IL-17, leading to more production of IFN-y followed by
improvement of microbicidal effects.'” In fact, this study sug-
gests that IL-17 has a protective role in the onset of infection
and it is possible that the mechanism involved could be related
to the survival and recruitment of neutrophils in the early stages
of injury leading to control of bacillary load.

This study documented a positive correlation between IFN-y
and IL-17: these results suggest that these cytokines act in a syn-
ergistic way to control the infection. In 2010, Cruz repeatedly
stimulated with BCG mice infected with Mycobacterium
tuberculosis and concluded that the number of cells producing
IFN-y was not affected. However, the repeated antigenic
stimulation caused IL-17 to become refractory to the previously
suggested regulation by IFN-v, resulting in a significant increase
in the number of IL-17-producing cells in the tissues. For these
authors, the high expression of Ty17 cells could be responsible
for most of the tissue damage.'® Both IFN-y and IL-17 contrib-
ute to sustained autoimmune and inflammatory responses in
systemic autoimmune diseases.'” Of crucial importance will be
the reproduction of this study in reactionary patients, with the
prospect of correlating tissue destruction to the balance between
the production of IFN-y and IL-17.

Paucibacillary patients express a greater number of Tyl7
cells: the role of Ty17 cells in the literature is controversial.
These cells have been implicated as strongly inducing inflam-
mation and tissue damage in autoimmune disease and infec-
The cells between
protection and pathology is an important issue in the defini-

tion models.? mediation of Tyl7

tion of its role in the control of infectious diseases. It has been

demonstrated even in the literature, the importance of the
participation of Tyl7 lymphocytes in the formation of

JEADV 2014

granuloma in infections caused by other mycobacteria.'® Our
results demonstrated for the first time that PB patients had a
significantly higher frequency of Tyl7 cells in both stimula-
tions with PHA as well as with BCG. These data are unprece-
dented and suggest that this population is related to a
protective immunological activity against infection, contribut-
ing to the development of PB forms of the disease. Activation
of these cells at the beginning of the contact with the M. le-
prae would lead to better control of bacillary load and attenu-
ation of inflammatory injury.?! Recently, higher IL-17 levels in
supernatants of PBMC stimulated by M. leprae sonicated anti-
gen of healthy contacts and tuberculoid form were related
when compared to lepromatous form.*

Household contacts feature a greater number of Ty17 cells: in
Brazil, for operational purposes a household contact is consid-
ered any person who resides or has resided with the Hansen’s
disease patient in the last 5 years. The results suggest an involve-
ment of Ty17 lymphocytes in the development of the immune
response that confer protection against the disease, taking into
account the constant exposure to M. leprae to which these indi-
viduals are submitted.

Multibacillary ~individuals express less CD4'IFN-y" T
lymphocytes, less CD4IL-17" T lymphocytes and fewer Ty17
lymphocytes, correlating directly IFN-v, IL-17 and Ty17 cells to
the inability of proper elaboration of the cellular immune
response and the development of more severe forms of the
disease. Attia et al. showed that high serum IL-10 in leprosy
patients was associated with low serum IL-17, and they
suggested that deficient IL-17 production can contribute to pro-
gression towards MB pole. IL-17 was found in supernatants of
antigen stimulated PBMC of healthy contacts and tuberculoid
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form as compared to lepromatous leprosy”* and also was
expressed in skin biopsies before and after thalidomide treat-
ment for Erythema nodosum leprosum.*

Multibacillary individuals changed the profile of the immune
response after the start of polychemotherapeutic treatment,
expanding significantly the population of CD4TL17" cells and also
of Ty;17 cells (P < 0.05). This fact suggests that, in fact both the IL-
17 as well as the Ty17 population are involved in immunological
processes that direct the individual towards cure of the infection.

This study confirmed the active participation of Tyl7 cells
and of their principal by-product, IL-17, in the immunology of
Hansen’s disease. A positive correlation was also established
between IFN-vy and IL-17, as well as the differentiation of the fre-
quency of these cells between individuals who have PB forms and
those individuals with MB forms of the disease. It is suggested
that IL-17 and Ty17 cells participate in immunological processes
related to states of resistance to the disease in household contacts.
Finally, the immunological response found in MB individuals
after the start of polychemotherapeutic treatment was verified;
this response results in increased production of IL-17 and the
population of Ty17 lymphocytes. The verification of these results
upon completion of the polychemotherapeutic treatment, as well
as the histological reproduction of this study including reaction-
ary patients and patients with disease recurrence may contribute
with much more data for interpretation of these results.
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APENDICE B— Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) como voluntirio (a) a participar da pesquisa “Niveis de
Interleucina-17 e de células Th-17 em Portadores de Hanseniase e sua associacdo com
parametros Clinicos ”.

O motivo que nos leva a estudar este problema ¢ contribuir para o avanco nos estudos da
hanseniase, que em nosso pais, ocupa o segundo lugar de ocorréncia em relacdo ao mundo.
Pernambuco apresenta-se como o estado que ocupa a primeira colocagdo em detec¢do de casos
novos da doenga. O objetivo deste estudo ¢ verificar a participacdo de uma populacido de
células chamada TH17 que produzem uma substancia que pode interferir no desenvolvimento
da doenga. Portanto saberemos se individuos com hanseniase apresentam maior quantidade
destas células em comparagdo com individuos que nio tem a doenca, e se o tratamento pode
modificar a producdo destas células.

Os procedimentos de coleta de material serdo da seguinte forma:

O Sr(a) recebera uma atendimento para avaliacdo clinica. Seréd realizada a coleta de uma
amostra sanguinea de 20 mL, igual a uma coleta que ¢ feita para a realizagcdo de qualquer exame
de sangue. Este procedimento ocorrera antes do inicio do tratamento e 1, 3, 6, 9 ¢ 12 meses
apos o tratamento

Os riscos aos quais os voluntarios serdo submetidos sdo inerentes a uma pung¢io venosa
periférica, tais sejam: dor moderada, infecg¢des e infiltragdes, todos minimizados pelo emprego
de técnica adequada a sua realizagao.

Os beneficios que os pacientes obterdo com o estudo serdo: acompanhamento mais
proximo de toda a evolugdo do tratamento da hanseniase, realizagdo de exames de triagem que
poderao detectar outras infecgdes, recebimento de material educativo sobre a hanseniase, exame
e avaliacdo rigorosa dos contatos domiciliares, que apesar de ser preconizado pelo Programa
Nacional de combate a hanseniase, por vezes ¢ negligenciado pelos profissionais de saude,
contribuindo desta forma para a perpetuacio da Patologia

Caso vocé apresente algum problema em seu exame clinico ou que possa ser presumido
pelo resultado obtido com esta amostra de sangue, vocé sera encaminhado para o tratamento
adequado ao seu problema, sendo direcionado para a Equipe de Satde da Familia ou para o
Centro de Referéncia onde estd sendo acompanhado com as observacdes que forem necessarias.
No entanto € preciso que vocé fique ciente que este exame de sangue € especifico para esta
pesquisa e ndo ird detectar outros problemas de saude. Este exame ndo substitui e nem
complementa em nenhum momento os exames de rotina que vocé realiza com o seu médico.

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagio a qualquer
momento. A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados do exame clinico, laboratorial, da pesquisa, etc serdo enviados para vocé e
permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo sera
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liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacéo que possa
resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento informado sera arquivada no Curso
“Programa de Pos-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco” e outra
seré fornecida a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e nao sera disponibilizada
nenhuma compensacao financeira adicional.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE

Eu, , i elou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo a qual serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que eu sou livre
para interromper a participagdo na pesquisa a qualquer momento, sem justificar a deciséo
tomada e que isso ndo afetard o meu tratamento. Sei que 0 meu nome nao sera divulgado, que
ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento
da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar o médico pesquisador responsavel por este
projeto, Dr. Francisco Bezerra de Almeida Neto — CREMEPE 11823 ( ) ou a professora
orientadora Dra. Maria Bernadete de Souza Maia no telefone 081- 21268530 ou ainda no
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), localizado na Avenida da Engenharia,
s/n - 1° andar, CEP: 50740-600, Cidade Universitéria, Recife - PE, Brasil.Telefone/Fax (81)
21268588 .

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
duvidas.

Recife, / /

Nome do participante:

Assinatura:

Nome da Testemunha:

Assinatura;

Nome do Pesquisador:_Dr. Francisco Bezerra de Almeida Neto

Assinatura:

Nome do Orientador: Maria Bernadete de Souza Maia

Assinatura:
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APENDICE C- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Para Menores

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Menores de 18 anos)

O menor sob sua responsabilidade est4 sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Niveis de Interleucina-17 e de células Th-17 em Portadores de Hanseniase e sua
associag¢do com parametros Clinicos”.
O motivo que nos leva a estudar este problema ¢ contribuir para o avanco nos estudos da
hanseniase, que em nosso pais, ocupa o segundo lugar de ocorréncia em relacdo ao mundo.
Pernambuco apresenta-se como o estado que ocupa a primeira colocag@o em deteccdo de casos
novos da doenga. O objetivo deste estudo € verificar a participagdo de uma populagdo de
células chamada TH17 que produzem uma substancia que pode interferir no desenvolvimento
da doenga. Portanto saberemos se individuos com hanseniase apresentam maior quantidade
destas células em comparagdo com individuos que nio tem a doenca, € se o tratamento pode
modificar a producdo destas células.
Os procedimentos de coleta de material serdo da seguinte forma:
O(a) menor sob sua responsabilidade receberd uma atendimento para avaliagdo clinica. Sera
realizada a coleta de uma amostra sanguinea de 20 mL, igual a uma coleta que ¢ feita para a
realizagdo de qualquer exame de sangue. Este procedimento ocorrerd antes do inicio do
tratamento ¢ 1, 3, 6, 9 ¢ 12 meses apos o tratamento
Os riscos aos quais os voluntarios serdo submetidos sdo inerentes a uma pungdo venosa
periférica, tais sejam: dor moderada, infecg¢des e infiltragdes, todos minimizados pelo emprego
de técnica adequada a sua realizagao.
Os beneficios que os pacientes obterdo com o estudo serdo: acompanhamento mais proximo de
toda a evolugdo do tratamento da hanseniase, realizacdo de exames de triagem que poderdo
detectar outras infec¢des, recebimento de material educativo sobre a hanseniase, exame ¢
avaliacdo rigorosa dos contatos domiciliares, que apesar de ser preconizado pelo Programa
Nacional de combate a hanseniase, por vezes ¢ negligenciado pelos profissionais de saude,
contribuindo desta forma para a perpetuacdo da Patologia
Caso o menor apresente algum problema em seu exame clinico ou que possa ser presumido
pelo resultado obtido com esta amostra de sangue, serd encaminhado para o tratamento
adequado ao seu problema, sendo direcionado para a Equipe de Saude da Familia ou para o
Centro de Referéncia onde esta sendo acompanhado com as observagdes que forem necessarias.
No entanto € preciso que vocé fique ciente que este exame de sangue € especifico para esta
pesquisa e ndo ird detectar outros problemas de saiude. Este exame ndo substitui € nem
complementa em nenhum momento os exames de rotina que vocé realiza com o seu médico.
Vocé e o menor sob sua responsabilidade poderdo obter todas as informagdes sobre a pesquisa
em qualquer aspecto que desejar. Vocé e o menor sdo livres para recusar-se a participar, retirar
seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A participagdo ¢
voluntaria e a recusa em participar nio ird acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.
Os pesquisadores irdo tratar a identidade do menor com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados do exame clinico, laboratorial, da pesquisa, etc. serdo enviados para vocé e
permanecerdo confidenciais. O nome do menor ou o material que indique a sua participagao
ndo serd liberado sem a sua permissdo. O menor ndo sera identificado (a) em nenhuma



106

publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento informado sera
arquivada no Curso “Programa de Pés-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de
Pernambuco” ¢ outra sera fornecida a vocé.
A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo seré disponibilizada nenhuma
compensacao financeira adicional.
DECLARACAO DO RESPONSAVEL PELO(a) PARTICIPANTE

Eu, , li elou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi a finalidade do estudo e qual procedimento ao qual 0 menor
sob minha responsabilidade serd submetido. A explicagdo que recebi esclarece 0s riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que eu e o menor sob minha responsabilidade somos livres
para interromper a participacdo dele na pesquisa a qualquer momento, sem justificar a deciséo
tomada e que isso ndo afetara o tratamento dele. Sei que 0 nome do menor ndo sera divulgado,
que ndo teremos despesas e ndo receberemos dinheiro por participar do estudo

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento
da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar o médico pesquisador responsavel por este
projeto, Dr. Francisco Bezerra de Almeida Neto — CREMEPE 11823 ( ) ou a professora
orientadora Dra. Maria Bernadete de Souza Maia no telefone (81- 21268530 ) ou ainda no
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), localizado Avenida da Engenharia,
s/n - 1° andar, CEP: 50740-600, Cidade Universitaria Recife - PE, Brasil, telefone/Fax (81)
21268588. Eu concordo com a participacdo do menor no estudo, desde que ele também
concorde. Por isso ele assina (caso seja possivel) junto comigo este Termo de Consentimento.

Recife, / /

Nome do responsével legal :

Assinatura:

Nome do menor:

Assinatura:

Nome da Testemunha:

Assinatura:

Nome do Pesquisador: Dr. Francisco Bezerra de Almeida Neto

Assinatura:

Nome do Orientador: Maria Bernadete de Souza Maia

Assinatura:
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ANEXO A — Folha de Aprovacio do CONEP (Comissao Nacional de Etica em Pesquisa)

= Andamento do projeto - CAAE - 0177.0.172.000-11

Titulo do Projeto de Pesquisa

Miveis de Intarleudna-17 & de Célulzs Thi7 em Portzdores de Hansaniase & Sua Assodacio com Parémetros Clinicos

Situacao Data Inicial no CEP Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na COMEP
Aprovade no CEP 26/04/2011 12:14:14  07/07/2011 09:00:01

Descricio Data Documento N do Doc Origam

2 - Recebimento de Protocolo pelo CER [Check-List) 26/04/2011 12:14:14  Folha de Rosto 0177.0.172.000-11 CEP

1 - Envio da Folha de Rosto pela Intermet 17/D4/2011 13:16:31 Folha de Rosto FR415343 Pasquisador

3 - Protocolo Aprovado o CEP 07/07/2011 0%:00:01  Folha de Rosto 20811 CEP

T -
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ANEXO B — Carta de Anuéncia

GOVERNO DO ESTADO DE PERNAMBUCO \&r‘ﬁdv/;’

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE CARUARU PREFITURA o CARUARD | s
CENTRO DE SAUDE AMELIA DE PONTES .
CARTA DE ANUENCIA

Declaramos que concordamos em receber FRANCISCO BEZERRA DE
ALMEIDA NETO, aluno do curso de pds-graduagdo em Patologia da Universidade
Federal de Pernambuco e disponibilizamos as instalagées do CENTRO DE SAUDE
AMELIA DE PONTES para desenvolver a dissertagdo de Mestrado em Patologia
entitulada “NiVEIS DE INTERLEUCINA-17 E DE CELULAS TH17 EM PORTADORES
DE HANSENIASE E SUA ASSOCIACAO COM PARAMETROS CLINICOS’, durante o
ano de 2011 de acordo com o projeto de pesquisa entregue.

Estou ciente de que a referida pesquisa envolvera uma coleta sanguinea dos
pacientes voluntarios em participar deste estudo mediante a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido que sera disponibilizado.

Todas as informagdes serdo mantidas confidencialmente.

Ressalto que a minha concordancia esta condicionada a aprovagao do projeto
de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco.

Recife, 29 de novembro de 2010

José Q. Ferreira
: @ino Executivo de Saude
r/i‘/ Mgril istina Sette de Lima

Secretaria Municipal de Saude de Caruaru

e ——
Centro de satide Amélia de Pontes - Rua dos Guararapes, S/N - Centro - Caruaru - PE
Telefones: (81)3701-1382. Fax: (81) 37011382
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

SERVICO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N°. 338/2011 - CEP/CCS Recife, 08 de julho de 2011

Registro do SISNEP FR - 419943

CAAE - 0177.0.172.000-11

Registro CEP/CCS/UFPE N° 208/11

Titulo: Niveis de Interleucina - 17 e de células th17 em poriadores de hanseniase e sua associacio com
parédmetros Clinicos.

Pesquisador Responsavel: Francisco Bezerra de Almeida Neto

Senhor (@) Pesquisador {a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesqguisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Satide da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saide, o protocolo de pesguisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 06 de julho de 2011.

Ressaltamos que a aprovaggo definitiva do projeto sera dada apés a enirega do relatorio final,
conforme as seguintes orientacdes:

a) Projetos com, no maximo, 06 (seis) meses para conclusdo: o pesquisador devera
enviar apenas um relatério final;
’ b) Projetos riodos maiores de 06 (seis) m : 0 pesquisador devera enviar

relatorios semestrais.

Dessa forma, o dficio de aprovacdo somente sera entregue apos a analise do relatério final.

Coordenador do CEP/ {

Ao
Mestrande Francisco Bezerra de Aimeida Neto
Programa de Pds-Graduacéo em Patologia -CCS/UFPE

Av. da Engenharia, sin — 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE, Telffax: 81 2126 8588;
www.ufpe.br/ccs; e-mail: cepeos@uipe br
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ANEXO D - Regulamentago da defesa e normas de apresentacdo de DISSERTACAO
(Mestrado) e TESE (Doutorado) dos Programas de P6s-Graduacéo do Centro de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.

4

Universidade Federal de Pernambuco

| [~
e~

=% Programas de Pés-Graduacéo
w do Centro de Ciéncias da Saude
VIRTUS IMPAVIDA Av. Prof. Moraes Rego s/n - Cidade Universitaria - CEP: 50670-901 - Recife — PE

L

DISSERTACAO (mestrado) E TESE (doutorado)

REGULAMENTACAO DA DEFESA
E NORMAS DE APRESENTACAO

| - REGULAMENTACAO DA DEFESA

O aluno do Programa da Pés-Graduacéo /CCS/UFPE deve:

1 Apresentar a dissertacdo em formato de artigos*, dos quais pelo menos um artigo deve ser
enviado para publicacdo em revista indexada no minimo como Qualis Nacional A da CAPES.
O formato de apresentacdo dos artigos segue as normas de “instrugdes aos autores” das
Revistas que serdo submetidos. A revisdo da literatura pode ser apresentada sob a forma de
artigo de reviséo a ser submetido a publicacéo.

2 Apresentar a tese em formato de artigos, dos quais pelo menos dois artigos devem estar
submetidos & publicacdo em revistas indexadas no minimo como Qualis Nacional A da
CAPES. O formato de apresentacao dos artigos segue as normas de “instrugdes aos autores”
das Revistas que sdo submetidos (apresentar comprovantes para a defesa de tese). A revisao
da literatura pode ser apresentada sob a forma de artigo de revisdo também submetido a
publicacéo.




Il NORMAS DA APRESENTACAOQ?

ESTRUTURA

ORDEM DOS ELEMENTOS

1 Pre-textuais
Elementos que antecedem o texto com
informac@es que ajudam na identificacédo e
utilizagéo do trabalho.

1.1 Capa

1.2 Lombada

1.3 Folha de rosto

1.4 Errata (opcional, se for o caso)
1.5 Folha de aprovacao

1.6 Dedicatdria(s)

1.7 Agradecimento(s)

1.8 Epigrafe (opcional)

1.9 Resumo na lingua vernacula
1.10 Resumo em lingua estrangeira
1.11 Lista de ilustracdes

1.12 Lista de tabelas

1.13 Lista de abreviaturas e siglas
1.14 Lista de simbolos

1.15 Sumario

2 Textuais

2.1 Apresentagéo

2.2 Revisdo da literatura (ou artigo de
revisao)

2.3 Métodos

2.4 Resultados - Artigo (s) original (ais)

2.5 Considerac0es finais

3 Pos-textuais
Elementos que complementam o trabalho

3.1 Referéncias
3.2 Apéndice (s)
3.3 Anexo (s)

1 Pré-textuais

1.1 Capa

112

Protecdo externa do trabalho e sobre a qual se imprimem as informagdes indispensaveis a sua

identificacéo

a) Anverso (frente)
Cor: Verde escura;
Consisténcia: capa dura

Formatacdo do texto: letras douradas, escrito em maiusculas, fonte “Times New Roman”,
tamanho 16, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado.

2Adaptadas segundo as recomendacgdes da ABNT NBR 14724, 2005

(NBR 14724: informagéo e documentagio: trabalhos académicos: apresentagdo. Rio de Janeiro, 2005).
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Conteudo do texto: na parte alta deve ser colocado 0 nome do doutorando ou mestrando; na
parte central deve ser colocado o titulo e o subtitulo (se houver) da Tese ou Dissertacéo; na
parte inferior deve ser colocados o local (cidade) da instituicdo e ano da defesa.

b) Contracapa

Anverso (Frente)

Cor: branca;

Formatacdo do texto: letras pretas, escrito em maitsculas e minasculas, fonte “Times New
Roman”, tamanho 16, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado.

Conteudo do texto: na parte alta deve ser colocado o nome do doutorando ou mestrando; na
parte central deve ser colocado o titulo e o subtitulo (se houver) da Tese ou da Dissertacéo,
sendo permitida ilustracdo; na parte inferior deve ser colocados o local (cidade) da instituicdo
e ano da defesa.

Observacao: As capas verdes e sélidas serdo somente exigidas quando da entrega dos volumes
definitivos, ap0s aprovacdo das respectivas bancas examinadoras e das respectivas correcoes
exigidas.

1.2 Lombada

Parte da capa do trabalho gque reine as margens internas das folhas, sejam elas costuradas,
grampeadas, coladas ou mantidas juntas de outra maneira.

De baixo para cima da lombada devem estar escritos: o0 ano, o titulo da Tese ou da Dissertacao,
o nome utilizado pelo doutorando ou mestrando nos indexadores cientificos.

1.3 Folha de Rosto

Anverso (frente)

Cor: branca;

Formatacéo do texto: letras pretas, escrito em maitsculas e minasculas, fonte “Times New
Roman”.

Contetdo do texto: os elementos devem figurar na seguinte ordem:

a) nome do doutorando ou mestrando (na parte alta fonte “Times New Roman”, tamanho 16,
alinhamento centralizado);

b) titulo da Tese ou Dissertacdo. Se houver subtitulo, deve ser evidenciada a sua subordinacdo
ao titulo principal, precedido de dois-pontos (na parte média superior, fonte “Times New
Roman”, tamanho 16, espago duplo entre linhas, alinhamento centralizado);

C) natureza, nome da instituigdo ¢ objetivo, explicito pelo seguinte texto: “Tese ou Dissertagao
apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Patologia do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco, para obtencdo do titulo de Doutor ou Mestre em
Patologia” (na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, espaco simples
entre linhas, devem ser alinhados do meio da mancha para a margem direita);

d) o nome do orientador e se houver, do co-orientador (logo abaixo do item c, separados por
dois espacos simples, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhamento a esquerda);

e) local (cidade) da institui¢do (na parte inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);
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f) ano da defesa (logo abaixo do item e, sem espaco, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado).

Verso
Descrever a ficha catalogréfica, segundo as normas da Biblioteca Central da UFPE.

1.4 Errata

Esta folha deve conter o titulo (Errata), sem indicativo numérico, centralizado, sendo elemento
opcional que deve ser inserido logo apos a folha de rosto, constituido pela referéncia do trabalho
e pelo texto da errata e disposto da seguinte maneira:

EXEMPLO ERRATA
Folha Linha Onde se Ié Leia-se
32 3 publicacéo publicacdo

1.5 Folha de Aprovacéao

Elemento obrigatdrio, colocado logo apés a folha de rosto, escrito no anverso da folha (cor
branca), ndo deve conter o titulo (folha de aprovacdo) nem o indicativo numérico, sendo
descrito em letras pretas, maiusculas e minusculas, fonte “Times New Roman”, constituido
pelos seguintes elementos:

a) nome do doutorando ou mestrando (na parte alta fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);

b) titulo da Tese ou Dissertacdo. Se houver subtitulo, deve ser evidenciada a sua subordinacdo
ao titulo principal, precedido de dois-pontos (na parte média superior, fonte “Times New
Roman”, tamanho 14, espago duplo entre linhas, alinhamento centralizado);

c) data de aprovacao da Tese ou Dissertacdo, exemplo: Tese aprovada em: 27 de marco de 2008
(na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhado a esquerda);

d) nome, titulacdo e assinatura de todos os componentes da banca examinadora e instituicdes a
que pertencem (na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhado a
esquerda);

e) local (cidade) da institui¢do (na parte inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);

f) ano da defesa (logo abaixo do item e, sem espaco, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado).

Observagdo: A data de aprovacdo e assinaturas dos membros componentes da banca
examinadora sera colocada ap6s a aprovacéo do trabalho.

1.6 Dedicatéria (s)

Elemento opcional, colocado apos a folha de aprovacgéo, onde o autor presta homenagem ou
dedica seu trabalho. Esta folha ndo deve conter o titulo (dedicatéria) nem o indicativo numeérico.

1.7 Agradecimento (s)
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Esta folha deve conter o titulo (Agradecimento ou Agradecimentos), sem indicativo numeérico,
centralizado, sendo elemento opcional, colocado ap6s a dedicatéria, onde o autor faz
agradecimentos dirigidos aqueles que contribuiram de maneira relevante a elaboracdo do
trabalho.

1.8 Epigrafe

Elemento opcional, colocado apds os agradecimentos. Folha onde o autor apresenta uma
citacdo, seguida de indicacdo de autoria, relacionada com a matéria tratada no corpo do
trabalho. Esta folha ndo deve conter o titulo (epigrafe) nem o indicativo numérico. Podem
também constar epigrafes nas folhas de abertura das se¢Bes primérias.

Observacao: o conjunto dos itens relacionados a dedicatoria (s), agradecimento (s) e epigrafe
deve conter no maximo cinco paginas.

1.9 Resumo na lingua vernéacula

Esta folha deve conter o titulo (Resumo), sem indicativo numérico, centralizado, conforme a
ABNT NBR 6024, sendo elemento obrigatdrio, escrito em portugués, em paragrafo Gnico, de
forma concisa e objetiva dos pontos relevantes, fornecendo a esséncia do estudo. O resumo
deve conter no maximo 500 palavras, espago simples entre linhas, seguido, logo abaixo, das
palavras representativas do contetido do trabalho, isto €, palavras-chave e/ou descritores. Estes
descritores devem ser integrantes da lista de "Descritores em Ciéncias da Saude", elaborada
pela BIREME e disponivel nas bibliotecas médicas ou na Internet (http://decs.bvs.br). Todas as
palavras-chave necessitam serem separadas entre si e finalizadas por ponto.

1.10 Resumo na lingua estrangeira - Abstract

Esta folha deve conter o titulo (Abstract), sem indicativo numérico, centralizado, sendo
elemento obrigatorio, escrito em inglés, com as mesmas caracteristicas do resumo na lingua
vernacula. O resumo deve conter no maximo 500 palavras, espaco simples entre linhas. Deve
ser seguido das palavras representativas do contetdo do trabalho, isto é, palavras-chave e/ou
descritores, na lingua.

1.11 Lista de ilustracdes

Elemento opcional, que deve ser elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto, com
cada item designado por seu nome especifico, acompanhado do respectivo nimero da pagina.
Quando necessario, recomenda-se a elaboracdo de lista propria para cada tipo de ilustracéo
(desenhos, esquemas, fluxogramas, fotografias, graficos, mapas, organogramas, plantas,
quadros, retratos e outros). Esta folha deve conter o titulo (Lista de ilustracdes), sem indicativo
numerico, centralizado.


http://decs.bvs.br/
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1.12 Lista de tabelas

Elemento opcional, elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto, com cada item
designado por seu nome especifico, devidamente numeradas, acompanhado do respectivo
namero da pagina. Esta folha deve conter o titulo (Lista de tabelas), sem indicativo numérico,
centralizado.

1.13 Lista de abreviaturas e siglas

Elemento opcional, que consiste na relagdo alfabética das abreviaturas e siglas utilizadas no
texto, seguidas das palavras ou expressdes correspondentes grafadas por extenso. Esta folha
deve conter o titulo (Lista de abreviaturas e siglas), sem indicativo numérico, centralizado.

A abreviatura é a reducdo grafica de um nome ou de uma seqiiéncia de nomes, resultando em
um outro Unico nome conciso com 0 mesmo significado.

E necessario que, antes da primeira aparicdo no texto de uma abreviacdo ou sigla, se cologque
por extenso 0 nome ou sequéncia de nomes que a originou, colocando 0 nome abreviado entre
parénteses. Em seguida, deve-se usar sempre a sigla ou abreviacdo. Deve-se evitar, todavia, a
utilizacdo de siglas ou abreviaturas nos titulos.

1.14 Lista de simbolos

Elemento opcional, que deve ser elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto, com
o devido significado. Esta folha deve conter o titulo (Lista de simbolos), sem indicativo
numerico, centralizado.

1.15 Sumario

Esta folha deve conter o titulo (Sumario), sem indicativo numérico, centralizado e os elementos
pré-textuais ndo devem figurar neste item.

O sumario é a enumeracdo das principais divisdes, secdes e outras partes do trabalho, na mesma
ordem e grafia em que a matéria nele se sucede, deve ser localizado como o Gltimo elemento
pré-textual, considerado elemento obrigatério, cujas partes sdo acompanhadas do(s)
respectivo(s) numero(s) da(s) pagina(s).

Exemplo:

12 Aspectos Clinicos da AmMeDIase..........cccceeveieeieeie e 45

2 Textuais — Modelo de Tese ou Dissertacdo com Inclusdo de Artigos

2.1 Apresentacao

Texto preliminar no inicio do manuscrito que servira de preparacéo aos estudos. Deve conter a
caracterizagdo e a relevancia do problema (argumentos que estabelecem a legitimidade do
estudo cientifico), a hipdtese/pergunta condutora da pesquisa (proposicdo que visa a fornecer
uma explicagdo verossimil para um conjunto de evidencias e que deve estar submetida ao
controle da experiéncia), os objetivos da tese ou da dissertacdo (finalidades que devem ser
atingidas), os métodos adequados para testar as hipdteses. Os objetivos devem ser claramente
descritos, com frases curtas e concisas, e as informagdes sobre os artigos, relacionando com os
objetivos e referéncia ao periddico que sera/foi submetido.
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Observacao: neste item, havendo citacdo de autores no texto seguir as normas vigentes
da ABNT NBR 10520 (Informagdo e documentacdo - Citacdes em documentos —
Apresentacao).

2.2 Revisdo da Literatura (estudo quantitativo) / Referencial Tedrico (estudo
qualitativo)

A revisdo da literatura € um levantamento que focaliza os principais topicos dos temas a serem
abordados. Esta revisdo devera dar subsidios para as hipéteses levantadas pelo autor.

O referencial tedrico ancora, explica ou compreende o objeto do estudo sendo construido a
partir de uma teoria ou por construtos: “idéias e termos categoriais, principios condutores,
opinides influentes ou conceitos essenciais adotados, em uma teoria ou area de estudo”
(Carvalho, 2003, p.424)2. Desta forma esta construcéo deve articular ao objeto do estudo com
alguma teoria ou alguns construtos vindos de uma reviséo de literatura.

A revisdo da literatura ou o referencial tedrico pode ser um capitulo da dissertacdo ou da tese
ou ser um artigo de revisao sobre o tema da tese, submetido ou publicado em revista indexada
pelo doutorando ou mestrando, como autor principal. Neste caso, o artigo inserido deve seguir
as normas da revista, onde foi publicado ou submetido. Se for o caso, a comprovacdo da
submissdo devera ser incluida no item: anexos.

Neste capitulo deve seguir as normas vigentes da ABNT: referéncias (Conjunto
padronizado de elementos descritivos retirados de um documento, que permite sua identificacéo
individual - NBR 6023) e apresentacédo de citacdes (Mencéo, no texto, de uma informacéo
extraida de outra fonte - NBR 10520). Em caso do artigo de revisdo ser submetido ou
publicado, seguir as normas de instrucdes aos autores da revista.

2.3 Meétodos (estudo quantitativo) / Caminho Metodologico (estudo
qualitativo)

Detalhar o necessario para que o leitor possa reproduzir o estudo, criticar e analisar as solugdes
encontradas pelo mestrando ou doutorando frente aos problemas surgidos na execucdo do
projeto. A andlise dos dados deve ser escrita de modo a permitir a avaliagdo critica das opcdes
feitas.

Neste item, quando se tratar de estudo qualitativo a expressao “Métodos” pode ser substituida
pelas expressodes: “Caminho Metodologico”, “Percurso Metodologico”, entre outras.

2 CARVALHO, Vilma de. Sobre construtos epistemoldgicos nas ciéncias: uma contribuicdo para a enfermagem.

Rev. Latino-Am. Enfermagem , Ribeirdo Preto, v. 11, n. 4, 2003 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-11692003000400003&Ing=pt&nrm=iso>.

Acesso em: 18 Mar 2008.
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2.4 Resultados — Artigos Originais

Neste capitulo deverdo ser colocados os artigos originais resultantes do trabalho de Tese ou de
Dissertacdo, tendo como autor principal o aluno da P6s-Graduagéo. Estes trabalhos deverdo ser
submetidos ou publicados em revistas cientificas indexadas (formatados de acordo com as
normas do periédico que foi/sera submetido pelo doutorando ou mestrando como autor
principal). No caso do doutorando, a comprovacao da submisséo dos artigos devera ser incluida
no item: anexos.

2.5 Consideracdes Finais

Neste capitulo devem-se expor as conseqiiéncias das observacdes realizadas. E 0 momento de
emitir eventuais generalizagcbes. N&o deve ser repeti¢cfes dos resultados, mas sim uma boa
sintese deles. Constitui-se de respostas as indagacdes feitas, isto &, as enunciadas na introducéo
e detalhadas nos objetivos. O autor devera se posicionar frente ao problema estudado e podera
incluir recomendacdes, inclusive discutir novas hipdteses e consequentemente novos estudos e
experimentos.

3 Pos-textuais

3.1 Referéncias

Conjunto padronizado de elementos descritivos, retirados de um documento, que permite sua
identificacdo individual. Esta folha, elemento obrigatorio, deve conter o titulo (Referéncias),
sem indicativo numérico, centralizado. As referéncias sdo alinhadas a esquerda, devendo seguir
as normas da ABNT NBR 6023, exceto as dos capitulos que foram enviados para publicacao.
Neste item sdo citadas apenas as referéncias da introducdo, dos métodos/procedimento
metodoldgico e da revisdo bibliografica (quando ndo for um artigo que sera submetido a uma
Revista indexada). As referéncias dos artigos estdo contempladas nos préprios artigos,
conforme as normas de “instru¢des aos autores”.

3.2 Apéndice

Textos ou documentos elaborados pelo autor da dissertacdo/tese com a finalidade de
complementar sua argumentagdo, sem prejuizo da unidade nuclear do trabalho. Esta folha,
elemento opcional, deve conter o titulo (Apéndice), sem indicativo numérico, centralizado.

O (s) apéndice (s) € identificado por letras mailsculas consecutivas, travessdo e pelos
respectivos titulos. Excepcionalmente utilizam-se letras maitusculas dobradas, na identificacéo
dos apéndices, quando esgotadas as 23 letras do alfabeto.

Exemplo:

APENDICE A — Avaliacdo numérica de células inflamatorias totais aos quatro dias de evolugio
APENDICE B — Avaliago de células musculares presentes nas caudas em regeneracao
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3.3 Anexos

Texto ou documento nédo elaborado pelo autor e que serve de fundamentagdo, comprovacéo ou
ilustracdo. Esta folha, elemento opcional, deve conter o titulo (Anexo), sem indicativo
numérico, centralizado.

O (s) anexo (s) € identificado por letras mailsculas consecutivas, travessao e pelos respectivos
titulos. Excepcionalmente utilizam-se letras mailsculas dobradas, na identificacdo dos anexos,
quando esgotadas as 23 letras do alfabeto.

Exemplo:

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
ANEXO B — Documentacdo de encaminhamento do artigo ao periddico

111 REGRAS GERAIS DE FORMATACAO

4 Formato

Os textos devem ser apresentados em papel branco, formato A4 (21 cm x 29,7 cm), digitados
na frente das folhas, com excecéo da folha de rosto cujo verso deve conter a ficha catalogréfica,
impressos em cor preta, podendo utilizar outras cores somente para as ilustragdes.

O projeto gréafico é de responsabilidade do autor do trabalho.

Recomenda-se, para digitacdo, o texto na cor preta, sendo que as gravuras podem ser cores
livres. A fonte Times New Roman, tamanho 12 para todo o texto, excetuando-se as citagdes de
mais de trés linhas, notas de rodapé, paginacdo e legendas das ilustracfes e das tabelas que
devem ser digitadas em tamanho menor e uniforme.

No caso de citacdes de outros autores, com mais de trés linhas, um recuo de 4 cm da margem
esquerda do texto deve ser observado.

O alinhamento para o texto é justificado.

5 Margem

As folhas devem apresentar margem esquerda e superior de 3 cm; direita e inferior de 2 cm.

6 Espacejamento

Todo o texto deve ser digitado ou datilografado com espaco 1,5, excetuando-se as citacfes de
mais de trés linhas, notas de rodapé, referéncias, legendas das ilustracdes e das tabelas, ficha
catalogréfica, natureza do trabalho, objetivo, nome da instituicdo a que é submetida e area de
concentracdo, que devem ser digitados ou datilografados em espaco simples. As referéncias, ao
final do trabalho, devem ser separadas entre si por dois espacos simples.

Os titulos das se¢bes devem comecar na parte superior da mancha e serem separados do texto
que os sucede por dois espacgos 1,5, entrelinhas. Da mesma forma, os titulos das subsecdes
devem ser separados do texto que os precede e que 0s sucede por dois espagos 1,5.

Na folha de rosto e na folha de aprovacdo, a natureza do trabalho, o objetivo, 0 nome da
instituicdo a que € submetido e a &rea de concentracdo devem ser alinhados do meio da mancha
para a margem direita.

7 Notas de rodapé
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As notas devem ser digitadas dentro das margens, ficando separadas do texto por um espaco
simples de entrelinhas e por filete de 3 cm, a partir da margem esquerda.

8 Indicativos de secao

O indicativo numérico de uma se¢do precede seu titulo, alinhado a esquerda, separado por um
espaco de caractere.

9 Paginacao

Todas as folhas do trabalho, a partir da folha de rosto, devem ser contadas seqtiencialmente,
mas ndo numeradas.

A numeracdo é colocada, a partir da primeira folha da parte textual, em algarismos arabicos, no
canto superior direito da folha, a 2 cm da borda superior, ficando o Gltimo algarismo a 2 cm da
borda direita da folha. Havendo apéndice e anexo, as suas folhas devem ser numeradas de
maneira continua e sua paginacao deve dar seguimento a do texto principal.

10 Numeragao progressiva

Para evidenciar a sistematizacdo do contetdo do trabalho, deve-se adotar a numeragéao
progressiva para as se¢fes do texto. Os titulos das secBes primarias, por serem as principais
divisbes de um texto, devem iniciar em folha distinta. Destacam-se gradativamente os titulos
das sec0es, utilizando-se os recursos de negrito, italico ou grifo e redondo, caixa alta ou versal,
e outro, no sumario e de forma idéntica, no texto.

Recife, 05 de junho de 2008.

Coordenacédo da Comissdo dos Coordenadores dos Programas de Pds-Graduacdo do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) / UFPE



