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RESUMO

INTRODUCAO: A hanseniase é uma doenca cronica granulomatosa causada pelo
Mycobacterium leprae. Entre os aspectos imunopatoldgicos da hanseniase sabe-se a defesa é
efetuada pela resposta imunoldgica celular, capaz de fagocitar e destruir os bacilos, mediada
por citocinas e mediadores da oxidacdo. O conceito de longa data de uma dicotomia Th1-Th2
na hanseniase, com Thl predominante tuberculdide e Th2 predominante hanseniase
virchowiana, recentemente foi contestada. Além disso, a resposta Th22 foi identificada como
moduladora de Th1-Th2 em doencas de pele inflamatdrias, mas 0s seus papéis na hanseniase
ainda ndo foram elucidados. OBJETIVO: Avaliar a expressdo tecidual de citocinas que
participam da resposta Th22 nas formas polares da hanseniase. METODO: Foram
pesquisados pacientes com diagnéstico dermatoimunolégico de hanseniase. Foram
selecionados 31 pacientes, sendo 16 com a forma tuberculéide (TT) e 15 com a virchowviana
(VV). A imunoistoquimica para a imunomarcagdo do tecido com os anticorpos Anti-IL-13,
IL-22, TNF-a ¢ FGF-b, foi baseada no método envolvendo a formagdo do complexo biotina-
estreptavidina peroxidase. A quantificacdo da imunomarcacdo foi feita a partir da selecédo
aleatéria de 05 campos visualizados no microscopio em aumento de 400x. Na analise
univariada, foram obtidas frequéncias, medidas de tendéncia central e de dispersdo e para a
investigacdo das hipoteses foram aplicados os testes de Mann-Whitney e a correlacdo de
Pearson, considerando um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). RESULTADOS:
Referente & imunomarcagdo para a IL-22 pode-se observar diferenca estatistica dentre o0s
grupos estudados sendo que no polo VV a média encontrada foi de 241,3 + 44,63 cells/mm?
enquanto que na forma TT a média foi de 90,39 + 30,18 cellsymm? com p<0,0001.
Envolvendo a presenca da I1L-13, no polo VV a média de ocorréncia foi de 85,76 + 19,99
cellssrmm?. Ja no polo TT a média encontrada foi de 57,20 + 14,73 cells/mm? p = 0,0002. Em
relacdo a imunoexpressdo do FGF b, na forma VV, a média de ocorréncia foi de 228,9 +
45,13 cellssmm? enquanto que na forma TT a média foi de 47,80 + 14,29 cellssmm? p <
0,0001. Para o TNF-a, a analise quantitativa mostrou-se estatisticamente significante na forma
TT onde a média das células expressando a citocina foi de 99,74 + 30,14 cells/mm? quando
comparada a forma VV 62,08 = 13,67 cellssmm? p = 0,0008. CONCLUSAO: A resposta
Th22, mediada pela IL-22, tem fundamental importancia na patogénese da hanseniase, se

relacionando diretamente com a forma clinica da doenga e com outras citocinas.

Palavras-chave: Hanseniase; Mycobacterium leprae; Imuno-Histoquimica; Citocinas



ABSTRACT

BACKGROUND: Leprosy is a chronic granulomatous disease caused by Mycobacterium
leprae. Among the immunopathological aspects of leprosy is known that the defense is done
by the cellular immune response, able to phagocyte and destroy the bacilli, mediated by
cytokines and mediators from oxidation. The long-standing concept of a Th1-Th2 dichotomy
in leprosy, with predominant Thl in tuberculoid lesions and Th2 predominant in virchowian
pacients, has recently been challenged. Furthermore, the Th22 response was identified as
modulating Th1-Th2 in inflammatory skin diseases, but their roles in leprosy have not yet
been elucidated. OBJECTIVE: Evaluate the tissue expression of cytokines involved in Th22
response in the polar forms of leprosy. METHOD: Patients with dermato-immunological
diagnosis of leprosy were included and selected 31 patients, 16 with the tuberculoid (TT)
form and 15 with lepromatous (LL). Immunohistochemistry for tissue immunostaining with
antibodies against 1L-13, IL-22, TNF-o and FGF-b was based on the method involving the
formation of biotin-streptavidin peroxidase complex. Quantitation of the immunostaining was
taken randomly from 05 fields viewed at 400x magnification microscope. In univariate
analysis, frequencies, measures of central tendency and dispersion were obtained and for
investigation of the hypothesis were applied the Mann-Whitney test and the Pearson
correlation, considering a significance level of 5% (p < 0.05). RESULTS: Regarding the
immunostaining for IL-22 can be observed statistical difference among the groups and in the
LL pole the average was 241.3 + 44.63 cells/fmm?, while in the TT form the mean was 90.39 +
30.18 cells/mm? (p <0.0001). Engaging the presence of 1L-13, LL pole average occurrence
was 85.76 = 19.99 cellssmm?. In the TT pole the mean was 57.20 + 14.73 cells/mm? (p =
0.0002). Regarding the immunostaining for FGF-b, in the LL lesions, the mean incidence was
228.9 + 45.13 cellssmm?, while in the TT form the mean was 47.80 + 14.29 cells/mm2 (p
<0,0001). For TNF-a, quantitative analysis was statistically significant in TT form where the
average of the cells expressing the cytokine was 99.74 + 30.14 cells/fmm? when compared to
the LL form where the results were 62.08 + 13.67 cells/ mm? (p = 0.0008). CONCLUSION:
The Th-22 response, mediated by IL-22, has fundamental importance in the pathogenesis of

leprosy, relating directly to the clinical form of the disease and other cytokines.

Key-words: Leprosy; Mycobacterium leprae; Immunohistochemistry; Cytokines
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1 - INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca crénica granulomatosa causada pelo Mycobacterium
leprae, bacilo intracelular que provoca perda da sensibilidade, inervacdo e lesdes
desmielinizantes nas células de Schwann (THAKKAR e PATEL, 2014; PASSOS et al., 2014;

OGAWA e HSU, 2013; NASCIMENTO, 2013).

A forma do M. leprae é de um bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8
pum de comprimento por 0,2 a 0,5 um de largura; cora-se em vermelho pela fucsina e néo se
descora pela lavagem com alcool e acetona, sendo considerado um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR). Nos esfregacos de pele e nos cortes histopatoldgicos, podem ser vistos
tanto isoladamente quanto em agrupamentos variados ou globias, que sdo arranjos especiais,
exclusivos do M. leprae, e resultam da forte unido destes bacilos através de uma substancia

chamada gléia (GOULART, PENNA e CUNHA, 2002).

Segundo o Ministério da Saude, o caso de hanseniase para ser tratado necessita ter um
ou mais dos seguintes achados: lesdo de pele com alteracdo de sensibilidade, espessamento de

tronco nervoso ou baciloscopia positiva na pele (AJALLA, 2015).

A transmissdo da hanseniase se da por meio do convivio de uma pessoa suscetivel com
doentes contagiantes que ndo estejam fazendo o tratamento. Essa doenca tem um periodo
médio de incubacdo que vai de dois a sete anos, embora possa também apresentar periodos
curtos de sete meses e longos de até dez anos. As vias aéreas superiores sdo o principal local
de contato com o M. leprae, porém, através de uma solucdo de continuidade, existe a

possibilidade de o bacilo penetrar pela pele (SANTOS et al., 2005).

O homem é considerado como o Unico reservatorio natural do bacilo, apesar do relato

de animais selvagens naturalmente infectados (tatus e macacos). Aqueles que possuem formas
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multibacilares sdo considerados a principal fonte de infeccdo, ndo obstante o papel dos

paucibacilares na cadeia de transmissao ja ter sido demonstrado (FOSENCA et al, 2015).

A prevaléncia da hanseniase vem diminuindo no mundo e ja foi eliminada em varios
paises. A ocorréncia de novos casos registrados no ano tem se mantido estavel. No Brasil, 0
Paré é considerado o estado com maior contribuicdo de novos casos na regido Norte. Outro
aspecto que preocupa é a prevaléncia oculta, definida como o0s casos novos esperados que ndo

estdo sendo diagnosticados ou o sdo tardiamente (NEVES, 2008).

Clinicamente, a doenca é caracterizada por apresentar um amplo espectro de formas
clinicas que séo desenvolvidas a partir das alteracbes imunoldgicas provocadas no sistema de

defesa do hospedeiro (DEGANG et al., 2014).

Segundo a classificacdo de Ridley & Jopling, a hanseniase apresenta cinco formas
clinicas que perpassam pelos polos de transicdo boderline tuberculdide (BT), boderline
virchowviana (BV), de instabilidade boderline boderline (BB), de resisténcia tuberculdide

(TT), e o de suscetibilidade virchowviana (VV) (RIDLEY e JOPLING, 1966).

Estudos mostram que a forma clinica expressa pelo paciente pode estar relacionada ao
tipo e quantidade de determinadas citocinas no local de infeccdo. N&o se pode deixar de citar
a predisposicdo genética do individuo, tanto na suscetibilidade quanto na resisténcia a
infeccdo. Hoje, esta aceita a teoria que genes modificam a suscetibilidade a doenca em pelo
menos dois momentos distintos: no controle da infeccdo per se, isto é, a doenca
independentemente de sua forma de manifestacdo clinica; e, uma vez o individuo infectado,

na definigdo das diferentes formas clinicas da doenga (NEVES, 2008).

Sobre o espectro imunoldgico da hanseniase, existem as chamadas reacdes hansénicas
ou episodios reacionais, que sao caracterizadas por fendémenos inflamatorios agudos,

localizados ou sistémicos, 0s quais ocorrem comumente antes, durante ou apds o tratamento
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especifico da doenca. Elas estéo relacionadas com a carga bacilar e a resposta imunolégica do
hospedeiro, podendo ser classificadas em dois tipos: reacdo tipo 1 ou reacdo reversa (RR) e

reacao tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH), de acordo com Jopling (LIMA, 2008).

O M. leprae é um bacilo com alto poder infectante e baixo poder patogénico. Depois
da sua entrada no organismo, ndo ocorrendo a sua destruicdo, ele ira se localizar na célula de
Schwann e na pele. Sua disseminacdo para outros tecidos pode ocorrer nas formas mais
graves da doenca, nas quais o agente infectante ndo encontra resisténcia contra a sua
multiplicacdo. Nesse caso, os linfonodos, olhos, testiculos e figado podem abrigar grande

quantidade do bacilo. (MATOS, 2015)

Entre os aspectos imunopatoldgicos da hanseniase sabe-se que apesar da producdo de
anticorpos especificos contra o M. leprae, em grande quantidade nas formas multibacilares,
ela é ineficaz para a eliminagdo dos bacilos. A defesa é efetuada pela resposta imunoldgica
celular, capaz de fagocitar e destruir os bacilos, mediada por citocinas (TNF-alfa, IFN- gama)
e mediadores da oxidacdo, como os reativos intermediarios do oxigénio (ROI) e do nitrogénio

(RNI) fundamentais na destruigio bacilar no interior dos macréfagos (ARAUJO, 2003).

Por se tratar de uma doenca cronica, durante a evolucdo espectral os estudos tém
demonstrado que o sistema imunoldgico do hospedeiro manifesta uma série de respostas
mediadas por varios subtipos de células T-helper (Th), que induzem a producéo de citocinas
que podem conter ou induzir a proliferacao bacilar, desencadeando a resposta inflamatdria, ou
supressora favorecendo a persisténcia da infeccdo (MAGOMBEDZE et al., 2013; SAINI,

RAMESH e NATH, 2013; PALERMO et al., 2012).

O conceito de longa data de uma dicotomia Th1l-Th2 na hanseniase, com Thl
predominante tuberculdide e Th2 predominante hanseniase virchowiana, recentemente foi

contestada, e a superexpressao de CB1-b pode emergir como um fator importante na anergia e
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progressdo da VV. Além disso, a resposta Th22 foi identificada como moduladora de Thl-
Th2 em doencas de pele inflamatorias, em especial na psoriase, mas 0S seus papéis na

hanseniase ainda ndo foram elucidados (FISCHER et al., 2012).

Na hanseniase, até o presente momento ainda ndo foram encontrados relatos sobre a
participacdo da resposta Th22 durante a imunopatogenia da doenca. Dessa forma, por
compreender que esta seja uma nova alternativa de entendimento do comportamento da
resposta imunoldgica durante a evolucdo espectral da doenca, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a resposta de citocinas que participam da resposta Th22 nas formas polares da

doenca por meio da imunoistoquimica.
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2 - JUSTIFICATIVA

A hanseniase no Brasil ainda se apresenta como um problema de Saude Pablica a ser
equacionado. A situacdo epidemioldgica da doenca no pais é considerada heterogénea devido
a grande variacdo do coeficiente de prevaléncia nas diversas regides do pais (BRASIL, 2005).

As reacOes hansénicas sdo responsaveis pela maioria dos casos de internacdo na
hanseniase e também pelas incapacidades fisicas que podem surgir no decorrer da doenca
cronica. A identificacdo de marcadores moleculares, imunolégicos e genéticos das reacGes
hansénicas pode contribuir para diagnéstico precoce e para o desenvolvimento de estratégias
profilaticas nos pacientes de maior risco. A implementacdo destas medidas podera contribuir
para a prevencdo de lesdo neural e incapacidades permanentes caracteristicas da hanseniase
(SOUSA, 2009).

Diversas evidéncias indicam a existéncia e importancia de fatores moleculares,
imunolégicos e genéticos potencialmente associados a ocorréncia de reacGes hansénicas
(SOUSA, 2009.)

A imunopatogénese da doenca estd bem caracterizada quanto ao papel de células do
perfil Thl, Th2 e Th17, entretanto, estudos adicionais para caracterizacdo de novos perfis
ainda carecem de elucidacdo. Com a finalidade de contribuir para o conhecimento da
imunologia da hanseniase, este trabalho busca conhecer melhor como o organismo humano
responde a essa doenca, em relacdo a resposta Th22. Esse conhecimento pode auxiliar o
processo de formulacdo, implementacdo e reorientacdo de medidas de controle para reducéo

deste agravo.
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3 - REFERENCIAL TEORICO

3.1. Etiologia

A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae, que
compromete, principalmente, locais como a pele, mucosas e sistema nervoso periférico. O
agente etioldgico, M. leprae, foi identificado por Gerhard Hansen em 1873. Antes, era

chamado de Bacilo de Hansen (ALBUQUERQUE et al., 2015).

Em esfregacos, ele é corado em vermelho com fucsina usando o método de Ziehl-
Neelsen, e, por causa de seu alto teor lipidico, ndo se descora quando lavado com alcool e
acido, mostrando assim as caracteristicas de bacilo alcool-acido resistente (BAAR). O M.
leprae é diferente de outras micobactérias em termos de arranjo, uma vez gque Se organiza em
cadeias paralelas. Quanto ao método de coloracdo de Gram, ele aparece como gram-positivo

(LASTORIA e ABREU, 2014).

O M. leprae infecta, principalmente, macrofagos e células de Schwann. Sua
reproducdo ocorre por fissdo binaria e se divide lentamente. A temperatura requerida para a
sobrevivéncia e proliferacdo esta entre 27 e 30°C. Isso explica a alta incidéncia em areas mais
superficiais, como a pele, nervos periféricos, testiculos e vias aéreas superiores. Além disso,

este bacilo permanece viavel por nove dias no meio-ambiente (LASTORIA e ABREU, 2014).

No entanto, a etiologia da hanseniase ndo é Unica do Brasil. O estudo de Han e
colaboradores (2014) demonstrou que de 46 pacientes, 36 estavam infectados por M. leprae,
sete por Mycobacterium lepromatosis, e trés pelos dois bacilos. Os sete pacientes infectados
sO pelo M. lepromatosis tiveram, todos, hanseniase tubercul6ide, enquanto somente nove dos
36 infectados por M. leprae desenvolveram essa forma clinica, o resto foi para o polo

virchowiano.
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Desde a descoberta dessa nova espécie, varios estudos vém sendo realizados para
conhecé-la. Acabou-se por descobrir que ela esta relacionada com o Fenémeno de Lucio e o
eritema necrotizante, sendo, ainda, muito semelhante geneticamente com o M. leprae,
sugerindo que, no passado, elas derivaram de uma espécie em comum (KOWALSKA e

KOWALIK, 2012).
3.2. Epidemiologia

A hanseniase constitui uma das endemias mais antigas de que se tem noticia. Na
propria Biblia ha relatos de casos dessa doenca, com o nome de lepra, como era conhecida

antigamente (SOUZA et al., 2014).

Essa doenca €& endémica em paises tropicais, especialmente nos paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Sua prevaléncia diminuiu acentuadamente desde a
introducdo da terapia com mdltiplas drogas, no inicio da década de 1980. No entanto, 105
paises endémicos, especificamente localizados no Sudeste Asiatico, nas Américas, Africa,
Pacifico Oriental e Ocidental do Mediterraneo, ainda concentram um grande nimero de casos.
Em 2011, 219.075 novos casos foram detectados no mundo. No primeiro trimestre de 2012,
181.941 novos casos foram registrados e houve uma prevaléncia de 0,34 casos por 10.000

habitantes. (WHO, 2012).

O Brasil ndo conseguiu eliminar a hanseniase até hoje, como problema de salde
publica (a eliminacdo é definida pela prevaléncia inferior a 1 caso por 10.000 habitantes),
sendo o0 segundo no ranking em termos de nimero absoluto de casos, somente atras da india,
que se encontra em primeiro lugar (LASTORIA e ABREU, 2014). O territério brasileiro tem
uma taxa de prevaléncia de 17,17 casos por 100.000 habitantes, entre as Unidades da
Federacéo, a mais endémica foi o estado de Mato Grosso, com 80,3 casos novos por 100 mil

habitantes em 2012, enquanto a menos endémica foi o Rio Grande do Sul, com 1,4 casos por
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100 mil habitantes. Enquanto isso, o Pard teve uma média de 50,01 casos por 100 mil
habitantes, configurando o 5° lugar com mais casos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,

2013).
3.3. Classificacdes das formas clinicas

A classificacdo de Ridley & Jopling é a mais recomendada nos estudos imunoldgicos.
Baseia-se no critério histopatoldgico e sugere a possibilidade de as formas oscilarem no
espectro da doenca, ora para o polo de resisténcia (tuberculdide), ora para o polo de
suscetibilidade (virchowiano). Os subtipos sdo TT (tuberculdide), BT (borderline
tuberculdide), BB (borderline borderline), BV (borderline virchowiano) e VV (virchowiano)

(RIDLEY e JOPLING, 1966).

Também existem outras formas de classificacdo, como a de Madrid, que leva em
consideracdo os aspectos clinicos, bacteriolégicos, imunoldgicos e histologicos, dividindo as
varias formas em indeterminada, tuberculoide, dimorfa e lepromatosa, sendo consideradas as
formas indeterminada e dimorfa grupos instaveis, podendo variar a forma clinica, e as

tuberculdide e lepromatosa estaveis (INTERNATIONAL CONGRESS OF LEPROSY, 1953).

Além dessas, existe a classificacdo operacional criada pela OMS, que leva em
consideracdo apenas o numero de lesdes dermatoldgicas, é a utilizada, atualmente, no Brasil
para definir tratamento. Aqueles que possuirem até 05 lesdes sdo considerados paucibacilares;

0S que possuirem mais sdo considerados multibacilares (WHO, 1988).
3.4. Manifestacoes clinicas

As formas clinicas da hanseniase apresentam distribuicdo espectral que esta associada
a alteracdes imunoldgicas do hospedeiro. O grupo indeterminado (1) apresenta, geralmente,
uma lesdo hipocrémica com pequena diminuicdo da sensibilidade, no entanto, sem aumento

da espessura de nervos. Na forma tuberculoide (TT) a doenca é limitada por haver uma boa
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resposta do hospedeiro ao M. leprae levando o0 paciente a apresentar uma unica ou poucas
lesbes assimétricas em placas eritematosas com bordas elevadas e centro hipocrémico

tendendo & cura (LASTORIA e ABREU, 2014).

Na forma virchowviana (VV) a resposta celular ao bacilo esta ausente, anticorpos sdo
produzidos, mas, ndo impedem a proliferacdo do M. leprae. As lesbes tendem a ser multiplas
e simétricas, preferencialmente, em areas mais frias do corpo, e caracterizadas por serem
eritematosas, hipocrémicas ou marrom brilhante de limites imprecisos, podendo ou ndo ter
perda de sensibilidade. As vezes, o Ginico sinal é o ressecamento de pele. Na evolugdo, podem
aparecer lesdes infiltradas formando noddulos, os hansenomas e o fascies leonina,

caracterizado por infiltracdo difusa e madarose (LASTORIA e ABREU, 2014).

Entre os dois polos extremos existem as formas intermediarias ou borderlines (B) que
sdo consideradas formas instaveis porque exibem caracteristicas entre as TT e VV. Essas
formas sdo a borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-
virchowviana (BV), e as trés formas mostram uma gradual diminuicdo na resposta
imunologica celular ao bacilo. Essas formas clinicas podem tanto oscilarem ou se manterem

estaveis, mas sdo mutuamente incompativeis (SOUZA-SANTANA et al., 2015).

Nessas formas clinicas podem acontecer as rea¢es hansénicas. A reacdo do tipo 1 ou
reacdo reversa (RR) afeta principalmente os pacientes BV, BB e BT e esta associada a
aquisicdo espontanea de imunidade celular contra o M. leprae. A reacdo do tipo 2 ou eritema
nodoso hansénico (ENH) ocorre em pacientes multibacilares (BV ou VV) com pouca resposta
imunologica e estd relacionada a deposi¢cdo de imunocomplexos contra os antigenos do
bacilo. As reacGes do tipo 1 e 2 afetam cerca 30% e 50% dos pacientes, respectivamente, e

causaram bastante sofrimento e sequelas (SOUZA-SANTANA et al., 2015).
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3.5. Histopatologia

A coloracdo de laminas histologicas pelo método da hematoxilina-eosina e Fite-
Faraco, que identifica BAAR’s, sdo fundamentais para o diagnostico histologico da
hanseniase. No grupo indeterminado, observa-se infiltrado inflamatdrio inespecifico, com
predominio de linfocitos, perianexial e perineural e os bacilos estdo ausentes ou sdo raros

(LASTORIA e ABREU, 2012).

A forma tuberculdide exibe granulomas organizados, estendendo-se da derme
profunda a camada basal, constituidos por células epitelidides e gigantes multinucleadas de
Langhans, com um manto linfocitico ao redor. Frequentemente ha fibras nervosas destruidas e
os bacilos continuam ausentes ou raros (PINQUIER et al., 2011). J& na forma virchowiana,
evidencia-se granulomas histiocitarios, com alteracdo lipidica formando células espumosas
vacuolizadas, ricas em bacilos, formando globias. A populacdo de linfocitos é restrita. A
epiderme esta achatada e separada do infiltrado inflamatério por fibras colagenas (faixa de

Unna) (PIRIS, LOBO e MOSCHELLA, 2010).

A distingdo entre um subgrupo dimorfo de maior para outro de menor resisténcia
baseia-se na indiferenciacdo progressiva dos macréfagos, diminuicdo do nimero de linfécitos

e aumento do namero de bacilos (PINQUIER et al., 2011).

Nas reac0es tipo 1, reacdo reversa, os granulomas sdo organizados, com aumento do
namero de linfdcitos, células epitelidides e gigantes. H& reducéo da carga bacilar e diminuicdo
ou desaparecimento de bacilos integros. A agressdo neural é mais intensa (PIRIS, LOBO e
MOSCHELLA, 2010). No eritema nodoso hansénico, observa-se congestdo vascular,
exsudacdo de neutrofilos polimorfonucleares nos tecidos previamente infiltrados e
predominancia de bacilos granulosos. Na variante necrotizante, podem-se encontrar trombos

intravasculares (LASTORIA e ABREU, 2012).
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3.6. Neuropatia periférica

A neuropatia periférica € a principal causa de morbidade na hanseniase, sendo
responsavel pelas deformidades e deficiéncias apresentadas por muitos portadores da doenca
(MENDONCA et al., 2008). A mononeurite € a forma mais comum de apresentacdo da
hanseniase, sendo 0s nervos dos membros superiores mais frequentemente atingidos. O
envolvimento cutaneo cursa com lesdes desfigurantes, sendo estas responsaveis pelo estigma

que a doencga ainda acarreta (VEIGA et al., 2015).

De forma sumaria pode dizer-se que, no processo de infecdo e subsequente destruicao
nervosa, 0 bacilo invade o nervo, resultando numa resposta imunolégica promovida pelas
celulas de Schwann com desmielinizacdo, degenerescéncia axonal e posterior regeneracgéo
com fibrose tornando os nervos espessados e, por isso, frequentemente palpaveis. O préprio
tratamento pode provocar uma resposta inflamatoria exacerbada com destruicdo dos nervos

(VEIGA et al., 2015).

A neuropatia hansénica é uma condi¢do crbnica. O seu desenvolvimento depende,
principalmente, de trés fatores: a resposta imunoldgica do individuo a uma infec¢do, que
determina os tipos de reacfes que levam a neurite (isto é, reacdo tipo 1 nos BB, BT e TT e
tipo 2 nos VV e BV); a dimensé&o espacial da infeccdo, que esta relacionada com o nimero e a
parte preferencial do nervo periférico afetada; e a dimensdo temporal, que esta relacionada
com o perfil do tempo de progresséo da doenca (evolugéo lenta e crénica ou ataques agudos)

(RAICHER et al., 2016).

As sindromes neuroldgicas classicas descritas na literatura sao: neurite associada ou
ndo a reagOes, sindromes compressivas, neurite silenciosa ou mononeuropatia. Essas
apresentacgdes clinicas podem ou ndo ser acompanhada de dor neuropética. A dor nociceptiva

também pode estar presente em casos de lesdo aguda do nervo resultante do envolvimento da
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vasa nervorum, mas este tipo de sindrome dolorosa parece diminuir de intensidade na medida

em que a injuria neural progride e se torna cronica (RAICHER et al., 2016).

Em um estudo realizado na “Coldonia do Prata”, no Pard, foi observado que a chance
dos pacientes evoluirem com algum grau de incapacidade neurol6gica era maior para homens,
que adoeceram depois dos 15 anos de idade e que desenvolveram a forma clinica multibacilar.
Ja os pacientes que ndo possuiam qualquer grau de incapacidade eram 0s que apresentavam a
forma indeterminada, enquanto os que demonstravam algum grau de incapacidade tinham,

essencialmente, a forma clinica virchowiana (XAVIER et al, 2014).

3.7. Suscetibilidade Genética & Hanseniase

A hanseniase é uma doenca de cronicidade longa e embora se reconheca a relativa
baixa infectividade da doenca, pouco se sabe sobre os fatores que potencialmente
influenciariam a sua suscetibilidade. H& muito tempo acreditava-se que a hanseniase era
influenciada por fatores genéticos. Entretanto, os primeiros estudos s6 comecaram ap0s
registros do mal de Hansen em irméos gémeos. Foi feito um grande estudo com gémeos
indianos, que indicou a participacdo de fatores genéticos tanto na suscetibilidade a doenca
propriamente dita, quanto as diferentes formas clinicas (CHAKRAVARTTI e VOGEL, 1973;
MIRA et al., 2006).

A diversidade genémica baixa entre isolados de M. leprae também sugere que a
determinacéo clinica da doenca se deva mais a constituicdo genética do hospedeiro do que aos
fatores bacterianos. Porém, como ndo ha um modelo animal relevante para o estudo da
doencga, que permita o estudo do efeito de manipulacdo génica (geneética reversa), a genética
classica (forward genetics) € a maneira utilizada na procura por genes que possam estar
relacionados aos fenotipos de suscetibilidade ou de desenvolvimento da doenga. As pesquisas
nessa area seguem duas estratégias: uma delas se baseia na formulacéo de hipotese, com base

em conhecimento prévio da doencga ou de doenca semelhante, que dirige a escolha de genes
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candidatos a serem examinados em pacientes e controles. Outra € a abordagem de extenso
rastreamento genémico inicial em pacientes e controles, cuja analise propicia a formulacéo de
uma hipotese, que sera base para estudos funcionais subsequentes, como 0s de expressao
génica diferencial (ALCAIS et al., 2005). Essas pesquisas, dependendo do propdsito, podem
usar amostras populacionais ou de membros familiares.

Atualmente, grande parte dos estudos procura genes candidatos, buscando explicar os
fatores genéticos que influenciariam de alguma forma a infeccdo e o desenvolvimento da
doenca, isto &, que estariam associados com a doenca ou de alguma forma relacionados com
os fenotipos da hanseniase.

Os genes HLA (6g21) do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) foram
0S primeiros para 0s quais se sugeriu associacdo com a hanseniase. Muitos estudos ainda
estdo sendo desenvolvidos tendo os genes deste complexo como candidatos, visando elucidar
essa associacdo, enfatizando principalmente o desenvolvimento das formas clinicas da
doencga, que se relacionam a eles por ser diretamente dependente das respostas Thl e Th2
(PREVEDELLO e MIRA, 2007).

Dentre 0s genes do MHC para os quais ja foi achada associacdo, podemos citar: micA
(FITNESS, TOSH e HILL, 2002) e micB, que sdo genes MHC de classe I, relacionados com a
producdo de polipeptideos expressos na membrana e atuam como co-fatores para aumentar
tanto a ativacdo de células T, como o seu reconhecimento por células NK . Na regido do
MHC de classe Il, temos os genes HLA: DR2 (VISENTAINET et al., 1997); DQB1, DQALl e
DRB1 que estariam interferindo na producéo de interleucina 4 (SHAW et al., 2001).

A regido do MHC de classe Ill, os genes produtores da linfotoxina alfa (LTA) e do
TNF-a sd3o exemplos de genes ja estudados. A LTA, substancia produzida pelos linfécitos e
pelas células NK, é responsavel pela regulacéo da resposta inflamatoria. O TNF-o condiciona

a sintese da proteina TNFa, que esta associada a ativacdo de macrdfagos, a morte do M.
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leprae no interior da célula, a apresentacdo de antigenos e a modulacdo da producdo de
citocinas, que atuam no recrutamento dos leucocitos e na formacédo de granulomas. De alguma
forma, variantes menos funcionais desses genes de classe 11l levariam a uma menor ativagdo
macrofagica e ao desenvolvimento da doenca por ndo ocorrer a morte do M. leprae. A
deficiéncia de C4B — componente do complemento 4B, 6p21.3, também foi associada com
eritema nodoso em pacientes com a hanseniase virchowviana (MESSIAS et al., 2008).

Associacles entre hanseniase e variantes de genes, que ndo pertencem ao MHC,
também foram detectadas: VDR — receptor de vitamina D, 12g913.11 (ROY et al., 1999);
nrampl (natural resistance-associated macrophage protein) atualmente denominado de
SLC11A1 — membro 1 da familia 11 carreadora de sodio/fosfato, 2q35 (ABEL et al., 1998;
ALCAIS et al., 2000); TAP2 - transportador 2, ATP-binding cassette, 6p21.3
(RAJALINGAM, SINGAL e MEHRA, 1997), TLR2 — toll-like receptor 2, 4932 (KANG e
CHAE, 2001).

O gene nrampl é um dos genes associados a suscetibilidade do hospedeiro a infeccéo
com M. leprae. Ele codifica uma proteina integral de membrana de 60 kDa, com 12 dominios
transmembranicos, que se localiza em fagolisossomas de macrofagos. A proteina possui
varios sitios de fosforilacdo e alcas extracelulares glicosiladas. Ha evidéncias de que sua
funcdo seja de canal ibnico, transportando ions divalentes através da membrana (ABEL et

al.,1998; MEISNER et al., 2001; REMUS, ALCAIS e ABEL, 2003).

A proteina NRAMP1 também atua no transporte de ions para fora do fagolisossoma, o
qual é dependente de pH. O decréscimo do contetdo ibnico dentro do fagolisossoma,
principalmente ferro (Fe?*), manganés (Mn?") e zinco (Zn?*) , controlaria a proliferacio de
micro-organismos intracelulares em fagocitos, ja que os patdgenos utilizam estes ions como

cofatores para a replicacdo do DNA, producgéo de importantes enzimas para seu metabolismo
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e para neutralizacdo de componentes toxicos do fagolisossoma e também expressdo de

diferentes fatores de viruléncia (GRUENHEID, 1997; FORBES e GROS, 2001).

Modelos experimentais demonstram a existéncia de um gene dominante envolvido
com resisténcia para infeccdo com micobactérias, sendo que esse gene existe em duas formas
alélicas , bcgr e begs. O alelo begr confere resisténcia e € mais dominante que o alelo bcgs, o
qual representa grande vulnerabilidade para infec¢do. O gene candidato murino para o gene
bcg foi chamado de nramp. Esse gene atua preferencialmente em macrdfagos conferindo
capacidade bacteriostatica aumentada nestas células. O nrampl ¢ estruturalmente homélogo a
familia das proteinas de membrana com func¢éo transportadora ligada ao ATP e semelhante ao
sistema bacteriano de membrana que transporta nitritos. A proteina NRAMP esta também
envolvida com um sinal de transducdo durante a ativacdo de macrofagos e isso justifica o
polimorfismo genético neste I6cus de intervencdo na resposta imune especifica priméaria ou
inata, porém néo especifica a infeccdo, ja que esta Gltima é determinada pelo polimorfismo de
moléculas de HLA de classe Il, que interviriam na evolucdo da resposta imunoldgica

secundaria ao M. leprae (LAGRANGE e ABEL, 1996).

Lagrange e Abel (1996) descrevem o papel primordial do sistema HLA em controlar
imunidade mediada por células, sugerindo a probabilidade de que diferencas em haplétipos de
HLA contribuiriam com o largo espectro da resposta imunoldgica observada na hanseniase,
sendo bem conhecido que isétopos HLA-DR estdo associados com resposta protetora,
enquanto que isotopos HLA-DQ estdo associados com formas de hanseniase multibacilar. Os
autores afirmaram que, em virtude dos complexos mecanismos de resisténcia ja bem
conhecidos e pelos quais, no minimo, acredita-se que dois loci contribuem, os determinantes
genéticos de resisténcia a hanseniase devem ser retestados por meio de um complexo

multifatorial, no qual, eventos ambientais associados a transmissdo do M. leprae, sua duracao,
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intensidade e fatores do hospedeiro, variando no tempo, possam estar intervindo na infecgédo

com M. leprae.

Em um estudo realizado para avaliar e identificar a estrutura e correlacdo (genética,
domeéstica ou espacial) que fornece a melhor explicacdo para a distribuicdo de pacientes
hansénicos e pessoas soropositivas para antigeno especifico do M. leprae e quantificaram o
papel de fatores genéticos na ocorréncia da hanseniase e positividade ao anti-PGL-I. O
principal achado deste estudo demonstrou que para hanseniase multibacilar, os fatores
genéticos foram mais importantes que para hanseniase paucibacilar. Positividade foi melhor
explicada pelo modelo espacial, mas o modelo genético também foi significante. O fator
hereditariedade teve uma proporc¢édo de 57% para hanseniase em si e 31% para positividade. O
autor concluiu que fatores genéticos parecem ter importante papel no agrupamento de
pacientes com formas mais avancadas de hanseniase, os quais poderiam explicar mais da

metade da variacdo fenotipica total (BAKKER, 2005).

Diversas pesquisas concordam com a afirmagcdo de que o gene humano nrampl,
homologo do gene murino nrampl, estd envolvido com suscetibilidade e ou resisténcia a
infeccdo com patdgenos intramacrofagicos, entre eles, o M. leprae (MEISNER et al., 2001;

REMUS, ALCAIS e ABEL, 2003).

Tambeém foram realizados rastreamentos genémicos em regides cromossdmicas
candidatas, que mostraram correlacdo com as formas clinicas ou a doenca per se. As regides
identificadas foram: 6p21.32 e 17q11-921 e a regido 6925-927 (MILLER et al., 2004; MIRA

et al., 2004).

Mira e colaboradores (2003) fizeram um extenso rastreamento genémico em uma
populacdo vietnamita e identificaram um novo loco relacionado com a suscetibilidade a

hanseniase, localizado na regido cromossémica 6g25-g27. O mesmo trabalho confirmou, na
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populacdo vietnamita, a existéncia de um loco na regido cromossémica 10p13 atuando como

modificador e associado com a forma paucibacilar da doenca.

Outro rastreamento gendmico ja tinha identificado esse loco, realizado em uma
amostra de familias da India com pacientes paucibacilares, mas néo havia ficado claro se a
associacdo era com a suscetibilidade a doenca propriamente dita ou se influenciaria sua forma

clinica (SIDDIQUI et al., 2001).

O desenvolvimento de um mapa de desequilibrio de ligagdo do segmento genémico,
localizado sob o pico de escores lod, resultante de andlise de ligacdo com dados da regido
cromossémica 6g25-g27, levou a identificacdo de um bloco de 80 kb, em desequilibrio de
ligagdo, contendo variantes genéticas de dois genes, park2 e pacrg, envolvidas no controle da
suscetibilidade a hanseniase per se na populacdo vietnamita. O achado foi replicado e
confirmado em um amplo estudo caso-controle em uma amostra populacional brasileira
(MIRA et al., 2004). Esse estudo mostrou, pela primeira vez, que pesquisas sistematicas de
associacédo, considerando genes candidatos localizados em regides previamente identificadas
por rastreamentos gendmicos, podem ser Uteis para a descoberta de novos genes associados a

doencas infecciosas (MIRA et al., 2003).
3.8. Respostas inata e adquirida

A resposta imune inata € o inicio da defesa contra agentes patogénicos externos. O M.
leprae infecta, primeiramente, macréfagos, células dendriticas e células de Schwann. Na
hanseniase, 0s receptores para os fragmentos do complemento CR1, CR3 e CR4 ajudam na
fagocitose do bacilo. O sistema complemento reconhece o glicolipideo-fendlico 1 (PGL1), um

lipideo especifico da parede do Mycobacterium leprae. (NATH, SAINI e VALLURI, 2015).

Os receptores semelhantes a Toll (TLRs) sdo uma familia que se liga a lipoproteinas.

O TLR2 e 4 reconhecem o M. leprae e ativam os mondcitos e libera IL-12, uma citocina que
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induz a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias e destroi o agente infeccioso. Outras
citocinas, como o IFN-y e o GM-CSF, aumentam a expressdo de TLR1 que conduz a
inflamacao através da produgao de TNFa. O PGL1 diminui a produgdo de TNFa, IL1B, e IL-
10. A sobreposicéo da resposta inata com resposta adquirida mostrou que IL-4, uma citocina
Th 2, e a IL-10 desempenham um papel regulador negativo fazem downrelugation da

expressao de TLR2 e da producéo de citocinas (NATH, SAINI e VALLURI, 2015).

A resposta imune adaptativa envolve uma interacdo entre os linfdcitos, células
dendriticas, macrdfagos e outros fatores como anticorpos, que capturam os bacilos livres e
citocinas que atravessam as membranas das células para causar danos em patdgenos
intracelulares. Os pacientes com hanseniase mostram uma dicotomia entre a resposta mediada
por células B e T. Enquanto os pacientes tuberculdides mostram niveis indetectaveis de
anticorpos e uma boa resposta por células T, os virchowvianos tém elevadas taxas de

anticorpos, mas pouca ou henhuma resposta por células T (SILVA, 2016).

Os linfécitos T CD4+ auxiliares (Th) sédo responsaveis por direcionar os diversos tipos
de resposta imune. Eles s&o subdivididos de acordo com sua funcdo e pelo tipo de resposta
que desencadeiam. AplGs a apresentacdo de antigenos por uma célula apresentadora de
antigenos a um linfdcito virgem, este passa a ser chamado de linfocito T auxiliar tipo 0 (ThO),

pois ainda ndo sofreu diferenciacdo (BRAGA, 2014).

Ap0s essa apresentacdo, ele pode se diferenciar para os perfis padréo tipo 1 (Thl) e
padréo tipo 2 (Th2) ou outro dos subtipos identificados mais recentemente como Th17, Th9 e
Th22; esses subtipos de linfocitos T CD4+ sdo morfologicamente indistinguiveis, porém,
apresentam padrbes distintos de producdo de citocinas e, consequentemente, diferentes
respostas efetoras (BRAGA, 2014). Um sumario dos aspectos imunoldgicos basicos se

encontra na Figura 1.
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Figura 1: Fatores imunologicos no espectro da hanseniase (Classificacdo de Ridley e

Jopling) e reacGes hansénicas.
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TT: hanseniase tubercul6ide; BT: hanseniase borderline-tuberculdide; BB: hanseniase borderline-
borderline; BV: hanseniase borderline-virchowviana; VV: hanseniase virchowviana; RR: reagdo
reversa (reacdo tipo 1); ENH: eritema nodoso hansénico (reacdo tipo 2); Thl: T helper 1; Th2: T
helper 2; ThO: T helper 0; Th17: Célula T helper produzindo IL-17; Th22: Célula T helper produzindo

IL-22; IMC: imunidade mediada por células; AC: anticorpos.
Fonte: Adaptado de Nath, Saini e Valluri, 2015.

3.9. Respostas Thl x Th2

As células T helper 1 e 2 sdo originadas de linfocitos ThO indiferenciados através da
influéncia de IFN-y ¢ IL-4, respectivamente. Células do tipo 1 CD4+ (Th1) produzem vérias
citocinas inflamatorias, incluindo IFN-y, IL-2, TNF-a e a maioria dos efetores da defesa
mediada por células, protegendo contra patdgenos intracelulares. Ja as células do tipo 2 CD4+

(Th2) produzem IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e IL-6. Enquanto a IL-4 e a IL-10 s&o consideradas
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citocinas anti-inflamatorias, a IL-6 tem propriedades pro-inflamatérias. Embora a IL-10 e a
IL-6 sejam frequentemente referenciada como citocinas Th2, elas também sdo produzidas por
outras células, incluindo Thl, macréfagos e linfocitos B. As citocinas Th2 sdo comumente
associadas com uma forte resposta mediada por anticorpos, por exemplo, a IL-4 simula a
producdo de anticorpos IgE e IgG1 (SYKES et al., 2012).

Nos pacientes com a forma clinica tubercul6ide, os linfocitos T CD4+ liberam
citocinas do perfil Thi, incluindo o IFN-y, que é responsavel por estimular a ativacdo de
macrofagos levando a producédo de agentes microbicidas derivados de oxigénio e nitrogénio e
aumento na expressdo das moléculas HLA-DR. O IFN-y também faz com que haja a
expressao da molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1), que promove a interacdo celula-
célula e da IL-2, responsavel pela expansdo clonal de linfécitos T antigenos-especificos. A
interleucina-12 (IL-12), produzida por macrofagos e células dendriticas, estimula a
diferenciacdo de subpopulacGes de linfécitos Thl, especializados na destruicdo de patégenos
intracelulares como o M. leprae através da resposta imunoldgica mediada por células

(BRAGA, 2014).

J& os pacientes virchowianos apresentam, predominantemente, linfcitos com resposta
Th2, liberando citocinas como a IL-4, responsavel pela producdo de anticorpos, ativacdo de
linfécitos B, inibicdo da ativacdo de macrofagos, aumento de anticorpos contra glicolipidios
do bacilo e proliferacéo de linfocitos do perfil Th2. Outra citocina caracteristica deste polo é a
IL-10, que possui um papel supressivo, por inibir a proliferacdo de linfocitos T de perfil Thle
a liberacdo de citocinas que induzem respostas antimicrobianas (BRAGA, 2014). Um esque,a

representativo das duas respostas pode ser observado na Figura 2.

3.10. Atividade microbicida do macrdfago contra o M. leprae
Embora a viabilidade do M. leprae seja confirmada em macréfagos de ratos normais,

0s macrofagos ativados por IFN-y podem inibir ou destruir o M. leprae in vitro (RAMASEHS
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et al., 1991). Estes achados confirmam que em macréfagos normais, a fusdo do fagolisossomo
com lisossomo é bloqueada pela sobrevivéncia, ndo pela morte do M. leprae (SIBLEY,
FRANZBLAU e KRAHENBUHL, 1987) e, mais importante, que em macréfagos ativados, os
fagossomos fundidos com lisossomos secundarios abrigam M. leprae. Duas importantes vias
antimicrobianas pelas quais os macréfagos podem inibir ou destruir patdgenos invasores Sao:
a geracdo de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio e a acdo microbicida dos

lisossomos (JANEWAY, TRAVERS e WALPORT, 2001).

A fagocitose de microrganismos por macrofagos produz uma explosdo respiratoria
com grande aumento no consumo do oxigénio catalisado pela NADPH oxidase e a producao
de superdxido. Outros intermediarios reativos do oxigénio, incluindo o perdéxido de
hidrogénio, o radical hidroxila e o oxigénio, sdo subsequentemente gerados. Esses produtos
toxicos do oxigénio sdo importantes mecanismos de defesa antimicrobianos de células
fagocitarias, especialmente contra patdgenos extracelulares. O M. leprae, entretanto, é apenas
um fraco estimulo a explosdo oxidativa dos macrofagos (HOLZER et al., 1986.),
possivelmente devido diminui¢do na geracdo de superdxido pelo PGL-1 (CHAN et al., 1989).
O M. leprae também possui uma superéxido dismutase (THANGARAJ et al., 1990) e
expressa ambas SodC e SodA detectadas por RT-PCR (WILLIAMS et al., 2004).

Os intermediarios reativos do nitrogénio, principalmente, o oxido nitrico, sdo
derivados do nitrogénio devido uma alta producéo da oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS)
produzida pelos macrofagos ativados. A habilidade dos macrofagos murinos ativados para
inibir a atividade metabolica do M. leprae é dependente da geracdo de tais intermediarios,
como 0s macrdfagos ativados cultivados na presenca de inibidores competitivos da enzima,
tais como L-monometilarginina ou aminoguanidina, ndo possuindo efeito prejudicial sobre o

metabolismo bacteriano (ADAMS et al., 1991).
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A INOS é expressa por células inflamatorias por meio de estimulos de substancias
como os lipopolissacarideos (LPS), fragmentos antigénicos de micobactérias, fungos e
protozoarios, e por citocinas inflamatorias e/ou imunorreguladoras como IL-1, TNF-a, TNF-
B, IFN-y. Em contrapartida, as citocinas IL-10, IL-4 e o fator transformador do crescimento 3

(TGF-B) inibem a expressao de iNOS e conseqiiente producdo de NO por macrofagos in vitro

(LIEW, 1993).

O NO desempenha importante papel na destruicdo do M. leprae. Avaliando a
expressao de iINOS e TGF-B nas formas da hanseniase, Khanolkar e colaboradores (1998)
evidenciaram forte marcacdo de INOS nos pacientes TT, moderada positividade nas
manifestacdes dimorfas com reacdo reversa (RR) e auséncia de reatividade nas formas
dimorfa tuberculdide e VV. A positividade para TGF-p foi maior nos virchowvianos,
sugerindo supressdo da resposta imunoldgica por excesso de antigeno. Nos pacientes em
reacdo reversa, essa imunomarcacdo foi ausente, indicando desregulacdo no balango
INOS/TGF-B. O TGF-p também foi negativo dentro dos granulomas reacionais, porém, em
dois casos foi positivo no perineuro, sugerindo sua producdo pelas células perineurais, como
forma de defesa, j& que essa citocina inibe a producdo de NO. Portanto, a produgdo de TGF-

poderia ser responsavel pela fibrose dos nervos, observada ap0s a reacao reversa.

Figura 2: Padrdes de resposta Thl e Th2 na hanseniase.
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Fonte: Goulart, Penna e Cunha, 2002.
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3.11. Resposta Th17

Até ha pouco tempo acreditava-se que os linfocitos Thl e Th2 seriam 0s Unicos
perfis de células efetoras da resposta imunoldgica, porém, recentemente, foi identificado
outro grupo de células T que produzem citocinas diferentes daquelas observadas no modelo
Th1-Th2. Seria entdo, um terceiro subtipo de células efetoras Th CD4+, caracterizadas por
produzir 1L-17, passando a ser chamado de células T auxiliares tipo 17, ou Thl7
(ROMAGNANI, 2008). Como as células Thl e Th2, o Thl7 produz um grupo distinto de
citocinas, IL-17, IL-17F, IL-6, IL-21 e IL-22, e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), e
tem papel tanto na inflamacdo tecidual quanto na ativacdo de neutrofilos (MIOSSEC,
KORN e KUCHROO, 2009).

Estudos tém mostrado que os fatores relacionados a diferenciacdo das células T
naive em Th1l7 sdo 0 TGF- B (transforming growth factor f5) e a IL-6 (MIOSSEC, KORN e
KUCHROO, 2009).

Interessante ressaltar que o TGF-f ¢ uma citocina classificada como
imunossupressora, € ndo um indutor de diferenciacdo de células T, porém cabe
complementar que com relacdo as células T naive, ele induz a expressdao do Foxp3
(forkhead Box P3), que é o fator transcricional das células T reguladoras (Treg), as quais
tém como papel a supressdo da inflamacdo e inibicdo da auto-imunidade (MIOSSEC,
KORN e KUCHROO, 2009).

Como exposto anteriormente, o Th17 e as Treg estdo relacionados, visto que o TGF-
B induz células T naive a diferenciarem-se em celulas T supressoras, e que a IL-6 modifica
0 programa de transcrigéo iniciado pelo TGF-B de forma a induzir o desenvolvimento das

células Th17 (MIOSSEC, KORN e KUCHROO, 2009).
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Os trabalhos publicados tém mostrado que a resposta Th1l7 ndo controlada, ou uma
grande quantidade de IL-17 produzida pelas células Th1l7, estd associada com inflamacao

crénica e alteracfes imunoldgicas severas.

A IL-17 apresenta efeitos em celulas tais como: células dendriticas, macrofagos,
células endoteliais, fibroblastos, osteoblastos e condrdcitos (MIOSSEC, KORN e
KUCHROO, 2009).

Miossec, Korn e Kuchroo (2009) relatam que os macréfagos e as células dendriticas
sob a acdo da IL-17 liberam IL-1, TNF e IL-6, que apresentam efeito bioldgico na inflamacéo;
ja as células endoteliais produzem IL-6 e fatores de coagulacdo, que por fim causam alteracao

da perfusdo, trombose e aterosclerose.

Alguns autores descrevem que a IL-17 nos fibroblastos leva a destruicdo da matriz
de colageno, evento observado na esclerose maltipla e na doenga de Crohn (YOSHIDA et
al., 2010; SCRIBA et al., 2008).

A artrite reumatdide, doenca caracterizada por artrite severa com destruicdo das
articulacbes sinoviais, tem na sua fisiopatologia o efeito da IL-17 sobre os osteoblastos e
condrdcitos, fazendo com que estas células favorecam a erosdo déssea e danos na cartilagem

(YOSHIDA et al., 2010; SCRIBA et al., 2008).

Com isso, observa-se que a IL-17 é uma potente citocina com capacidade pro-

inflamatdria atuando em um amplo ndmero de células.

Um grande nimero de agentes infecciosos induz resposta por Th17, incluindo-se as
micobactérias como o Mycobacterium tuberculosis, e fungos como a Candida albicans

(YOSHIDA et al., 2010; SCRIBA et al., 2008).

Scriba e colaboradores (2008) concluiram que a IL-17 e a IL-22 tém um papel

fundamental na resposta humana contra as micobactérias. O linfocito Th17 também recruta
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neutrofilos para os tecidos, auxiliando na formacdo dos granulomas, além de estimular os
fibroblastos, e células epiteliais a expressarem o fator de recrutamento de neutréfilos, como
IL-8 e G-CSF (MIOSSEC, KORN e KUCHROO, 2009). Estes dados e trabalhos como o de
Khader e Cooper (2008), ddo suporte ao papel da IL-17 na resposta imunoldgica ao

Mycobacterium leprae.

Para as micobactérias, as producgdes de IL-17 e Th17, dependem da IL-23. Yoshida e
colaboradores (2010) revelaram que a perda da associacdo de IL-12 e IL-23 durante a
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis diminuia o clearance das bactérias concorrendo
para a piora da infeccdo na auséncia da IL-12. Embora as interleucinas 23 e 17 ndo sejam
necessarias, a administracdo de IL-23 melhora a resposta imune ao M. tuberculosis, e a IL-17

colabora para a manutencao da inflamacao.

Na hanseniase, os polos tuberculdide e virchowviano (formas estaveis) tém seu perfil
de citocinas muito bem estudado, caracterizados respectivamente por resposta Thl e Th2
(SCOLLARD et al., 2006; MENDONCA et al., 2008; GOULART, PENNA e CUNHA,
2002). No entanto, as formas borderline, sdo altamente instaveis e complexas, podendo o

linfocito TH17 ter importante papel na imunopatologia dessas lesdes.

Assim como as células de perfil TH1, TH2 e TH17 sdo importantes na resposta
imunologica da hanseniase, as células T regulatorias (Treg) também sdo fundamentais na
regulacdo da resposta imunoldgica e doencas inflamatdrias, impedindo o processo de
autoimunidade e prevenindo a lesdo tecidual. Elas sdo constituidas pelas células T NK,
células T CD4CD25 que expressam o fator de transcricdo Foxp3 (ROMAGNANI, 2008;

MANGAN et al., 2006; KIMURA, NAKA e KISHIMOTO, 2007).

A ativacdo das células Treg e Th17 efetoras depende da estimulacdo pelo TGF-B ou na

presenca do TGF-B junto com a IL-6. Quando ndo h& o dano inflamatorio o TGF-B ira
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suprimir a producdo de células T efetoras e estimulard células T reguladoras. Entretanto,
quando existe um processo inflamatdrio e infeccioso a IL-6 ird suprimir a producao de células
Treg e ativard células T pro-inflamatdrias, principalmente células Thl7 (ROMAGNANI,
2008; MANGAN et al., 2006; BETELLI et al., 2006). Dessa forma, a via de ativacdo de
células Th1l7 e Treg dependem do estado do sistema imunoldgico inato e da producdo de
citocinas como a IL6. As células CD4, CD25 e Foxp3 também apresentam um papel
importante na supressao de células Th17 assim como as células Thl e Th2 (BETELLI et al.,

2006; DEENICK E TANGYE, 2007).

3.12. Resposta Th22

Recentemente, evidéncias crescentes na literatura tém demonstrado o surgimento de
um novo subtipo de célula Th que dependendo da génese da doenca, pode estar associada a
resposta imunoldgica inflamatéria. Estas células sdo conhecidas como células Th22 CD4+ e
sdo caracterizadas por secretar isoformas da familia dos FGFs e citocinas como IL-22, TNF-a,
IL-13, IL-26, contudo como peculiaridade, ndo produzem IL-17 nem IFN-y, e proporcionam o
desenvolvimento da resposta inflamatdria a partir da IL-22, citocina que pertence a familia da
IL-10 que pode se ligar aos receptores heterodimero de IL-22R1 e IL-10R2 em processos
inflamatdrios cronicos (DEGANG et al., 2014). Estas células apresentam receptores de
quimiocinas como 0s CCR4, CCR6, CCR10 e sofrem o processo de diferenciacdo na presenga

da IL-6 e TNF-o (FURUZAWA-CARBALLEDA et al., 2014).

Na resposta tecidual envolvendo a presenca das celulas Th22, ha evidéncias de que 0s
FGFs podem induzir o remodelamento ou reparo epitelial por meio da expressdo de
quimiocinas como CCL 7, CCI 15 e CCL 23 envolvidas na fibrose tecidual e na angiogénese.

Em estudo de investigacao das celulas Th22, foi observado que os FGFs quando associados
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a0 TNF-a podem induzir o desencadeamento da resposta de reparo epidérmico envolvendo os

queratinécitos (EYERICH et al., 2009).

Esta resposta ja foi estudada em outras doencas infecciosas como na sifilis secundaria,
onde as citocinas relacionadas a ela foram encontradas em elevada quantidade no sangue
periférico de pacientes com esta doenca, sugerindo que as células Th22 estdo envolvidas na
resposta imunoldgica ao Treponema palidum (ZHU et al., 2012). Em se tratando da
paracoccidioidomicose, uma doenca granulomatosa causada pelo fungo Paracoccidioides
braziliensis, a resposta Th22 também esteve presente, reforcando a ideia de que estas células
desempenham um papel importante na resposta inflamatoria dessa e outras doencas que
atingem a epiderme; além de defender contra agentes bacterianos e o fungo Candida albicans

(CASTRO et al., 2013).

Corroborando para a importancia da resposta Th22 em doencas epiteliais, 0 estudo de
Michalak-Stoma et al. (2013) comprovou a relacdo entre os niveis de citocina desta resposta e
a gravidade da psoriase, indicando que possa contribuir para inflamacéo cutanea e sistémica.
Os autores sugerem, inclusive, que tais citocinas sejam utilizadas como método de

rastreamento para prevenir exacerbacdes da doenca.

Finalmente, na tuberculose, percebe-se que a IL-22 é produzida por células T CD4+ e
estd presente, juntamente com outras citocinas como o IFN-y e a IL-17, no fluido pleural em
pacientes portadores de tuberculose extra-pulmonar com foco pleural, podendo refletir uma
ativacdo na resposta imunologica local contra 0 Mycobacterium tuberculosis (QIAO et al.,
2011). As principais citocinas envolvidas nas respostas associadas aos linfocitos T helper,

bem como sua origem e funcdes, estdo resumidas na Figura 3.
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Figura 3: Fonte e funcdo do TNF, IL-13, IL-22 e FGF
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4 — OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

v" Verificar a participacéo da resposta Th22 nas formas polares da hanseniase.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Correlacionar a imunoexpressao das citocinas IL-13, IL-22, TNF-a e do FGF-B com a

forma clinica da doenca;

v"Avaliar se ha sinergismo entre as citocinas IL-13, IL-22, TNF-a ¢ o FGF-B nas formas

clinicas da hanseniase.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Todas as pessoas foram pesquisadas segundo os preceitos da Declaragdo de Helsinque
e do Cddigo de Nuremberg, respeitadas as Normas de Pesquisa envolvendo Seres Humanos
(Rs. CNS 466/12) do Conselho Nacional de Saude. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Para - Parecer 799.160

(APENDICE A).
5.2 AMOSTRA

Foram pesquisados pacientes atendidos no Nucleo de Medicina Tropical — UFPA com
diagnéstico dermatoimunoldgico de hanseniase, laudo histopatoldgico e pesquisa de BAAR.
Ao todo, foram selecionados, por amostra de conveniéncia, 31 pacientes ndo tratados com
diagndstico confirmado para a doenca segundo os critérios preconizados pela classificacdo de

Ridley & Jopling, sendo 16 da forma climica tubercul6ides e 15 da forma virchowvianas.

Foram incluidos nesta pesquisa individuos de ambos os sexos, com diagnostico
clinico-epidemioldgico e histopatoldgico e/ou baciloscopico positivo para hanseniase. Foram
excluidos do presente estudo pacientes ja diagnosticados com hanseniase estando sob
tratamento poliquimioterapico, individuos com outras co-infec¢des associadas, apresentando

sorologia positiva para HIV, uso crdnico de corticoides imunossupressores, e gravidas.

Para a anélise histopatoldgica, foram feitos cortes histologicos de 5um de espessura de
biopsias teciduais emblocadas em material parafinado submetidas a coloragdo pela
Hematoxilina-Eosina (HE), Fite-Faraco para pesquisa de bacilos alcool-acidos resistentes

(BAAR) e a imunomarcacgéo do tecido com os anticorpos pela técnica de imunoistoquimica.
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5.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As biopsias passaram pelo processamento histolégico com desidratacdo em cinco
alcoois absolutos por uma hora, clarificagdo em dois xil6is por uma hora e impregnacao em
parafina a 65° Celsius. A seguir, 0s blocos de parafina foram submetidos a cortes em
micrétomo manual com espessura de cinco micromeros. Duas laminas contendo cortes foram
coradas, uma pelo método de hematoxilina e eosina (HE) e outra pela coloracdo de Fite-
Faraco, que se mostra como a melhor técnica para pesquisa de BAAR (FARACO, 1938), e

montadas com laminula para a avaliacdo histoldgica.
5.4 IMUNOISTOQUIMICA

A imunoistoquimica para a imunomarcacdo do tecido com os anticorpos Anti-IL-13,
IL-22, TNF-a e FGF b, foi baseada no método envolvendo a formacdo do complexo biotina-
estreptavidina peroxidase (HSU, RAINE E FANGER, 1981). Inicialmente as amostras
teciduais foram desparafinizadas em xilol e desidratadas em alcool etilico. Em seguida a
peroxidase endogena foi blogqueada com H202 a 3% por 45 min. Apds, a recuperacéo
antigénica foi feita com tampao citrato ph 6,0 por 20 min a 90°C. Em seguida, o bloqueio das
proteinas inespecificas foi feita com leite desnatado concentrado a 10% por 30 min.
Finalizada esta etapa, os cortes histologicos foram incubados com 0s anticorpos primarios
diluidos e Soro Albumina Bovina (BSA) a 1% por 14 horas. Apoés este intervalo, as ldaminas
foram imersas em solucdo contendo PBS 1X e em seguida incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado LSAB (DakoCytomation) em estufa por 30 min a 37°C. Em seguida as
laminas foram novamente imersas em PBS1X e incubadas com estreptavidina peroxidase
(LSAB DakoCytomation) por 30min a 37°C. Apds este intervalo os cortes foram revelados

com a aplicacdo da solucdo cromogena composta por diaminobenzidina a 0,03% e peroxido
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de hidrogénio a 3%, corados com a hematoxilina de Harris por 1 min, em seguida hidratados

em alcool etilico e diafinizados em xilol.
5.5 ANALISE QUANTITATIVA

A quantificagdo da imunomarcagdo com os anticorpos foi feita a partir da selecéo
aleatoria de 05 campos visualizados no microscopio AXIO IMAGER Z1- ZEISS em aumento

(400 X) usando reticula graduada com 10 x 10 subdivisdes e 0.0625 mm?.
5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com os experimentos foram armazenados em planilhas
eletrbnicas construidas com o programa Excel 2007. A andlise estatistica foi feita pelo
programa GraphPad Prism 5.0. Na andlise univariada, foram obtidas frequéncias, medidas de
tendéncia central e de dispersdo e para a investigacdo das hipdteses foram aplicados os testes

de Mann-Whitney e a correlacdo de Pearson.
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6 — RESULTADOS

Os resultados deste estudo ja foram publicados (ANEXO 1). A distribuicdo dos casos
por sexo mostrou uma proporcdo mais elevada no sexo masculino (62%). Quanto a variavel
idade, 27,5% dos pacientes estavam na faixa etaria entre 30 a 39 anos, sendo a idade média +

desvio padrao de 40,7 + 6,2 anos.

Referente & imunomarcagdo para a IL-22, pode-se observar diferenca estatistica dentre
0s grupos estudados sendo que no polo VV a média encontrada foi de 241,3 + 44,63
cellssfmm? enquanto que na forma TT a média foi de 90,39 + 30,18 cellsymm? com p altamente
significante p<0,0001 (Figura 7A).

Envolvendo a presenca da IL-13, no polo VV a média de ocorréncia foi de 85,76 +
19,99 cells/mm?. Ja no polo TT a média encontrada foi de 57,20 + 14,73 cells/fmm?p = 0,0002
(Figura 7B).

Em relacdo a imunoexpressao do FGF b, na forma VV, a média de ocorréncia foi de
228,9 + 45,13 cellss/mm? enquanto que na forma TT a média foi de 47,80 + 14,29 cells/mm?p
< 0,0001 (Figura 7C).

Para 0 TNF-a, a analise quantitativa mostrou-se estatisticamente significante na forma
TT onde a média das células expressando a citocina foi de 99,74 + 30,14 cells/mm? quando

comparada a forma VV 62,08 + 13,67 cells/mm? p = 0,0008 (Figura 7D).
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Figura 7: Andlise quantitativa para a imunomarcacao de IL-22, IL-13, TNF-a ¢ FGF b nas

lesGes de pacientes TT e VV.
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Fonte: Protocolo de pesquisa

As expressdes das citocinas nas formas clinicas TT e VV estdo expostas na Figura 8.

Na analise parametrica, em lesdes de pacientes TT pode-se observar a correlacdo positiva

moderada entre 1L-22 e TNF-a (r = 0,5102, p = 0,0435) (Figura 9A) FGF b e TNF-a (r =

0,5836, p = 0,0176) (Figura 9B) e forte entre 1L-13 e TNF-a (r = 0,7291, p = 0,0014) (Figura

9C).
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Nas lesdes de pacientes VV, a analise de correlacdo foi positiva e moderada para a IL-
22 e FGF (r = 0,6098, p = 0,0158) (Figura 9D), mantendo-se para IL-22 e IL-13 (r = 0,5650,

p =0,0282) (Figura 9E) e IL-13 e FGF (r = 0,5424, p = 0,0367) (Figura 9F).

Figura 8: Imunoistoquimica positiva para IL-22 na forma TT (seta).
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Fonte: Protocolo de pesquisa

Figura 8: Imunoistoquimica positiva para IL-22 na forma V'V (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Figura 8: Imunoistoquimica positiva para IL-13 na forma TT (seta)..

Fonte: Protocolo de pesquisa

Figura 8: Imunoistoquimica positiva para IL-13 na forma V'V (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Figura 8: Imunoistoquimica positiva para FGF b na forma TT (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa

Figura 8: Imunoistoquimica positiva para FGF b na forma VV (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Figura 8: Imunoistoquimica positiva para TNF-o na forma TT (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa

Figura 8: Imunoistoquimica positiva para TNF-a na forma V'V (seta).

Fonte: Protocolo de pesquisa



Figura 9: Correlacdo linear entre as citocinas e 0 FGF b nas formas polares da doenca.
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7 — DISCUSSAO

A hanseniase é uma doenca crénica que provoca uma série de alteragcdes no sistema de
defesa do hospedeiro. E uma doenca que apresenta intensa instabilidade imunoldgica a qual o
bacilo consegue modula-la a partir dos mecanismos de evasdo que consegue desenvolver
(CALLEGARO-FILHO et al., 2010). Essas alteracdes provocam a ativacao de células Th que
produzem citocinas que participam da resposta contra o M. leprae (QUARESMA et al.,

2010).

Recentemente um novo subtipo de célula Th surge como possivel alternativa para o
maior entendimento da resposta de defesa do hospedeiro contra o bacilo no espectro da
doenca. Estas células sdo conhecidas como células Th22 e expressam citocinas como a 1L-22,
uma das principais proteinas envolvidas nesta resposta que apresenta determinadas
peculiaridades. Estudos tém demonstrado que a IL-22 pode ser considerada citocina pro ou
anti-inflamatoria dependendo do contexto e do perfil de resposta da doenca (WOLK et al.,

2010; RADAEVA et al., 2004; KONG et al., 2012).

A partir das analises quantitativas, nos resultados deste estudo, pode-se constatar que o
expressdo da IL-22 nas amostras teciduais analisadas apresentou diferenca estatistica
significante quando comparadas aos grupos do estudo, demonstrando predominio da proteina
na forma VV nas quais foram observadas a intensa marcacdo da citocina em macréfagos

abarrotados de M. leprae, vacuolados e com globias.

O fato que pode justificar a maior participacdo da IL-22 na forma suscetivel da
doenca € o comportamento da citocina na resposta antimicrobiana contra patdgenos
intracelulares. Em estudo que levou em consideracdo a resposta da IL-22 contra o
Mycobacterium tuberculosis, foi demonstrado que em humanos, a citocina inibiu o

crescimento intracelular do bacilo em macréfagos infectados derivados de mondcitos,
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revertendo o processo de maturacdo fagolisossomal, aumentando a capacidade litica da célula

(DHIMAN et al., 2013).

Neste estudo, essa resposta ganha reforco pelo fato de que na forma VV, ocorre
disseminacédo bacilar e inativacao da resposta litica do macréfago a partir da modulacéo de
resposta de evasao do M. leprae envolvendo o sistema fagocitico da célula. Assim, o aumento
na expressao da IL-22 surge como possivel alternativa para o desencadeamento da resposta de
maturacdo do fagolisossomo, haja vista que a citocina consegue estimular o aumento da
expressao de proteinas como a calgranulina A, Rab 7, elevando as concentracfes
intracelulares de Ca®*, melhorando a fusdo fagossomal e reduzindo a expressio de Rab 14
(FUJITA, 2013; DHIMAN et al.,, 2013; SONNENBERG, FOUSER e ARTIS, 2011;
DERETIC et al., 1997). Referente ao aumento quantitativo da IL-13 na forma VV da doenca,
a elevacdo pode estar associada ao padrao de resposta que é desencadeado pela proteina, onde
a IL-13 quando produzida participa da resposta humoral, induzindo a ativacdo de células B,
estimulando producdo de anticorpos, formacdo de imunocomplexos e de enzimas como a
arginase Il produzidas por macréfagos M2 que reduzem a producdo do NO comprometendo o
papel microbicida do macrofago, favorecendo a persisténcia da infeccdo (ESKANDARI et al.,

2014; MCWHORTER et al., 2013; SILVA e FLOETER-WINTER, 2014).

Sobre a participacdo do FGF b, houve maior expressao do fator de crescimento na
forma VV da doenca. O fato que pode explicar este aumento resulta da resposta do fator de
crescimento em lesBes teciduais. Neste contexto, 0 FGF b pode regular a participagdo de
diferentes funcdes celulares que podem interferir no processo de cicatrizacdo, migracéo,
divisdo celular, proliferacdo, diferenciacdo e formacdo do processo de angiogénese
(GUILARDUCCI-FERRAZ et al., 2008; RIBATTI, 2014; BAKHSHAYESH et al., 2011).
Nestas circunstancias, o aumento do FGF b reforca o fato de que na forma suscetivel da

doenca, a participagdo do fator de crescimento seja crucial para o desenvolvimento da
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resposta reparadora haja vista que o hospedeiro apresenta maior disseminacdo bacilar, maior

dano tecidual e consequentemente um maior nimero de lesdes.

Em relacdo a presenca do TNF-a, no polo de resisténcia da doenga, o aumento da
expressao da citocina demonstra que a proteina atua como potente indutora da resposta
celular, aumentando a resposta litica contra o bacilo, induzindo a producdo das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Além disso, em complemento a essa resposta, a citocina
induz a producdo de quimiocinas que estimulam a migracdo, o recrutamento de neutrdéfilos,
monacitos e linfocitos para o local da infeccdo (SONNENBERG, FOUSER e ARTIS, 2011,
LOCKWOOD et al., 2011; GUERREIRO, SANTOS-COSTA e AZEVEDO-PEREIRA,

2011).

No intuito de compreender melhor o efeito das citocinas e do fator de crescimento
quando associados, foram realizadas analises de correlacdo e em nossos resultados pode-se
observar o efeito sinérgico entre a IL-22 e 0 TNF-a na forma TT da doenga. Esse resultado
demonstra que a partir da modulacdo de resposta espectral, a acdo da IL-22 acaba
potencializando a resposta desencadeada pelo TNF-a no polo de resisténcia da doenca,
aumentando a resposta pro-inflamatéria contra o bacilo (SABAT, OUYANG e WOLK,

2014).

Referente a correlagéo positiva entre 0 FGF b e 0 TNF-a na forma TT reforga o fato de
que quando associados, participam da resposta de remodelamento, do reparo epidérmico e da

resposta imunoldgica inata envolvendo os queratinocitos (EYERICH et al., 2009).

No efeito sinérgico observado entre a IL-13 e 0 TNF-a nas lesdes de pacientes TT,
demonstra que neste contexto, as citocinas além de promoverem a diferenciagdo de linfocitos
e macréfagos, contribuirem para a formacdo e manutencdo do granuloma em processos

inflamatorios croénicos, as proteinas estimulam a multiplicacdo de fibroblastos e de MPECs
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interferindo na sintese de coldgeno e consequentemente no desenvolvimento da fibrose
(EYERICH et al., 2009; MCWHORTER et al., 2013; CHUAH et al., 2014; ALMADI et al.,
2011; BRANDT et al., 2010). Na esquistossomose, foi observado que tanto a IL-13 quanto o
TNF-0 mostraram-se potentes indutores de fibrose sendo que o TNF-a apresentou efeito

agravante (BRANDT et al., 2010).

Na forma VV, a participacdo da IL-22 no estudo de correlacdo demonstrou que a
citocina estimula o aumento da expressao de IL-13 e do FGF b na forma suscetivel da doenca.
Na forma VYV, esta analise reforca o fato de que, a atuacdo do FGF b em sinergismo com a IL-
22 pode interferir na resposta de reparo ao passo que estudos tém demonstrado que a IL-22
consegue estimular a producéo de fatores que influenciam no remodelamento, na producédo de
colagenases e na diferenciacdao de fibroblastos em lesGes teciduais (EYERICH et al., 2009;
SABAT, OUYANG e WOLK, 2014; MCGEE et al., 2013). Ainda sobre o efeito reparador do
fator de crescimento, em nossos resultados a correlacdo positiva observada entre o FGF b e a
IL-13 demonstra que a citocina pode modular a resposta tecidual, aumentando a resposta do

fator de crescimento.

Sobre a resposta sinérgica encontrada para IL-13 e 1L-22 na forma V'V, ha evidéncias
de que a IL-22 pode auxiliar a 1L-13 na resposta humoral. Em estudo que avaliou a
participacdo das citocinas em quadros de pacientes com dermatite atopica, foi demonstrado
que houve correlacdo de resposta entre as citocinas envolvendo a presenca deste novo subtipo
celular onde a IL-13 apresentou-se como mediador crucial para producdo de IgE e o
desenvolvimento da eosinofilia auxiliada pela IL-22 que promoveu a proliferacdo de
queratinécitos e o desenvolvimento de hiperplasia da epiderme (TERAKI, SAKURAI e

IZAKI, 2013).



54

8 - CONCLUSAO

v A resposta Th22, mediada pela IL-22, tem fundamental importancia na patogénese da
hanseniase, relacionando-se diretamente com a forma clinica da doenca e com outras
citocinas;

v A imunoexpressdo tecidual da IL-22, FGF-b e IL-13 estiveram aumentadas na forma
virchowviana da doenca (VV) em relacdo a forma tubercul6ide (TT), em funcdo da
menor resposta imune celular e maior disseminagéo do bacilo;

v" A imunoexpressao tecidual do TNF-a foi maior na forma TT, as custas da maior
ativacdo de macrofagos no local da infeccéo;

v Houve um efeito sinérgico entre a IL-22 e 0 TNF-a na forma TT da hanseniase
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ANEXO 1: ARTIGO PUBLICADO

J Am Acan Derautorn
Volusme 72 Nose 4

New immunologic pathways in the
pathogenesis of leprosy: Role for Th22
cytokines in the polar forms of the discase

To the Editor: Leprosy is an infeaious disease caused
by Mycobacterium leprae with clinical manifesza-
tions that are vastly dependent onthe host's immune
resporse. The role of Th22 cells in the immunom-
thogenicity of leprasy has yet to be characerized.”

Thiny-one unrexed aduls, 19 women and 12
men, were selected for evaluation from the Brazilian
stawe of Pan with pasitive leprosy diagnoses accard-
ing © Waorld Heakh Organization and Ridley-Jopling
system critenia. Sixteen were defined as twherculoid
and 15as lepromatous. The study was approved by
the Fhics Committee of the Federal do Para
University (number 212969).

For immunohistochemical amlysis, tissve bi
opsies were immuncstained with maonoclonal
antihodies against [1-23, [L-22, TNF-a, and FGFh
(fibroblast growth facor basic) (Fig 1).° A quant-
ative analysis was made by randomly seleaing 5
visual fields (X400 magnification; 00625 mm®)
using a 10 X 10 reticulated grid. Mann-Whitney
and Pearson’s correlation wsis whre used for
univariate analyses with £ = .05 considered 1o be
statistically significant.

Quarngitative amalyss revealed a significan differ-
ence in [L-22 levek intissues from patdernts with polar
forms of leprasy (TT= 9039 £ 3018, LL=2413 =
44.6% P = .0001), with highet levels observed in the
lepromatous form with intense ganing in vacuoles
and globules of infecied macrophages. Our resuls
cortoborae these cbhservations, in that mactivation
of the macrophage lytic response is hiugely respon-
sible for the increased hacerial dissemination and
evasive capacity of M lgprae. Therefore, 11-22
expression presents as a passible akemative mech-
anism for tiggenng phagolyscsomal maruration.
In pardcular, [1-22 can simulte the expresion of

Do Es "“M.‘Zj:#m«— /

letters 729

proeins, such as calgranulin A and Rah7, leading ©
increased intracellular Ca*” levek and contributing
10 better phagolysosomal fuson.®* The increase in
IL-13 observed with lepromatous disease could be
due tothe functions of [L-13in the humaral response
and Bcell activation (TT =57.20 = 1473, IL=85.76
X 1999; P == 0002). This leads 1 antibody produc-
ton, immune complex fonmation, and the expres-
sion amtiinflammaory enzymes, such as arginase [1
by M2 macrophages, which reduces nivic oxide
producion and compromises the antimicrobial role
of macrophages, which generally favors
the persistence of the infection”* Furthemore,
the elevation of FGFb in the lepromatous forms
could influence collagen synthesis, cell migration,
cell division, cell pralifermion, and angiogenesis
T = 4780 = 149, LL = 2289 x 4513,
P = 0001)." Under these diroumstances, FGFh may
be essergial for the repair of tssue damage incumed
from the abundamt lesions tha chamcerize the
lepromatous disease sme. INF-a & a potemt
proinfammatory mediaor that can increase the lytic
respanse toward pathogens and the produaion of
reactive oxygen and nitrogen species (IT=9974 =
30.14; LL = Q.08 * 13.67; P = .0008). In addition,
TNF-2r induces the production of chemokines that
stimulate migration and the recruitment of neutro-
phils, monocytes, and lymphocytes 10 sies of
infection **

Thesecywkines, as Th2 cdls, i rdaed © humaoral
responses and induction of regenerative mechanisms
of issue, and thus to the dinical form of less effective
immune response to intracellular pathogens

Edvaldo de Lima Silveira, MSc,” Jorge Rodrigues de
Sousa, BS¢,” Tinara Leila de Sousa Aarao, P,
Hellen Thais Fuzii, Pb1," leonidas Braga Iias
Jurior, PbD,"anci.rangfm Ofiveira Carneiro,
PhD," and Juarer Antonio Simbes Quaresma,
Pt

Fig 1. Immunosaining for IL22in

(Original magnification: X 400).
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Awareness and engagement in political
advocacy among dernomtology residents:

A meeds 258 ess mwent

Tarhe Editor: Ina changing health care emvimomment,
where legishition mmy negaively impact demmma-
wlogy practice and patient care, many demm-
wilogiss have become informed and engaged in
palitcal advocacy, While oppormumities exist o
imvolve dermarology residents in this pmocess, limle
is known about their amiudes, compeendes, or
pamicifanion in this arena, factors thar could mpact
the direaion of the speciaky.

I thizs [RBE-approved (Baylor Research Instinne -
RE Number 014012 ooss-sectional suvey of
demmatalogy  residents and fellows, the awhods
sought 1o assess dermamnlogy residents’ experiences
and views on poliical advocacy in onder o
laser idemify ways of increasing awamness and
imvolvensent in advocacy  oppommities.  Sumvey
development began with key infommant interviews
of dermmiology  mesidents  mepresenting  various

| Ausa Acan DyErRmaToL

Are 2015
Table L Survey responder demaographics
# [('w}

Gesnwcher

Mahs 158 (355)

Female 287 (545
Stage of training

Resident — PGY2 158 (355

Residant — PGYI 122 @7.4)

Resident — PGYY 127 (245

Fedl o 34 [75)

Ot 4 4039)
Pdliical affiliation

Viery condereative 12 237)

(Conncse v ative 133 32)

Centralist 111 @257

Litsesrial 142 (323)

Very libeml 25 {57)

It 18 {4.1)

hackgrounds and pradice semtings. [t was eviewsd
for comtent and Bee validioy by residents from 2
picgEAns in Texas as well a8 leaders in dermanology
political advocacy from 3 stmes, ©OF the 1441
residents and fellows in the 3013-2014 acadenme
vear (Terry Bamem, MDD, wrillen ooqmamurdcation,
Oacher 3, 2014), 132 were e-mailed an
anomymous, voluntary electmomic survey. Surveys
were senl berween March and May of 2014 o
e-mail addresses idemtified thmugh interne searches
and pesoml comaas, OF the 496 respondents
(33. 2% representing 37 of the 4) sares with taining
programs, demographics refleaed a  disribanion
of waining levels and diverse palitical affilkatons
(Tahle 1)

Among respondents, 99.3% comsidered political
advocacy i dermorology imporant and SR
helieved health care policies will affect their career.
However, many mepoited having no undemstanding
of Medicare hilling (26.9%) or the Patient Protection
and Affordable Care Act (PPACA) (51640, and no
formal residency education on Medicare (57,994 or
the PPACA (9234, Only 41.8% bdieved their
trainng progRmns encowragad poliical advocacy,
while 90.6% of residens thought health care palicy
should be a pan of residency taining and 6%
endorsed greaver likelihood o leam abour health
care policy if it was ested on American Board of
Dermotology (AR exams (Fig 1)

With respect o Medicare patients, 9538
articipated caring for these patients after residency;
however, §9.4% mdicated they would see fewer
Medicare patents if eimbumsement decreased.

Regarding irnvolvement in palitical omgani zmtions,
407 of respondents repoited membership in the
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