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RESUMO
A hanseniase, causada por Mycobacterium leprae, apresenta um espectro clinico

intimamente relacionado ao tipo e intensidade da resposta imune do hospedeiro, que
pode variar de um fendtipo de alta resisténcia a infeccdo por M. leprae (polo
tuberculdide), caracterizado por uma resposta imune celular protetora forte, a um
fendtipo de baixa resisténcia (polo lepromatoso), apresentando uma resposta imune
celular prejudicada. Os linfocitos T CD8* sdo responsaveis pela defesa contra
patdgenos intracelulares, por meio da acdo de agentes citotéxicos ou interacdes
moleculares na superficie celular. Neste estudo, avaliamos a porcentagem e
intensidade de fluorescéncia das células T CD3* CD45* CD8* em 91 individuos (22
controles saudaveis e 69 pacientes com hanseniase, com diferentes fendtipos
clinicos) por meio de citometria de fluxo e producao de citocinas e granulos citotoxicos
intracelulares. Nao foi observada significancia estatistica para a porcentagem de
células T CD8* entre os individuos. No entanto, observamos a existéncia de duas
subpopulacdes de células T CD8* com intensidades de fluorescéncia distintas,
denominadas células T CD8Pdnt+ e células T CD8Y™*. Os pacientes multibacilares
apresentaram uma reducdo acentuada das células T CD8P"9"* quando comparados
aos pacientes paucibacilares e aos controles. De acordo com a classificacdo de Madri,
individuos com os fenoétipos clinicos mais graves (hanseniase borderline e
lepromatosa) apresentaram reducdo das células T CD8Pio"* e um aumento
significativo das células T CD8Y™ em comparacdo com fenétipos de doenca mais
leves (hanseniase indeterminada e tuberculoide) e controles saudaveis. Os linfocitos
T CD8Ym+ e CD8PM9"™ nio estdo associadas a uma maior carga bacteriana na
hanseniase. A idade n&o afeta significativamente as subpopulacdes de células T CD8*
em pacientes com hanseniase. E as células T CD8Y™ apresentam menores
producdes de citocinas TNF-a, IFN-y e IL-4, ja os CD8P"9"* apresentam um perfil de
baixa producéo de IL-4 e IL-10. A producéo de granzima B e perforina, é estabelecida
pelos linfécitos T CD8YM* e os linfocitos T CD8P9"* apresentam baixa capacidade
citotoxica nos individuos acometidos pelas diferentes formas clinicas da hanseniase.
Esses dados indicam, de maneira inédita, um papel potencialmente importante para
as células T CD8P1ght+ @ CD8YM* no contexto da resposta imune contra a hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase, Resposta imune, Linfocitos T CD8*.



ABSTRACT
Leprosy, caused by Mycobacterium leprae, presents a clinical spectrum closely related

to the type and intensity of the host immune response, ranging from a phenotype of
high resistance to M. leprae infection (tuberculoid pole), characterized by a strong
protective cellular immune response, to a low-resistance phenotype (lepromatous
pole), marked by an impaired cellular immune response. CD8" T lymphocytes are
responsible for defense against intracellular pathogens through cytotoxic agents or
molecular interactions on the cell surface. In this study, we evaluated the percentage
of fluorescence intensity of CD3* CD45* CD8* T cells in 91 individuals (22 healthy
controls and 69 leprosy patients with different clinical phenotypes) using flow cytometry
and analysis of cytokine and intracellular cytotoxic granule production. No statistically
significant differences were observed in the percentage of CD8* T cells among
individuals. However, we identified two subpopulations of CD8* T cells with distinct
percentage fluorescence intensities, termed CD8P9"* and CD8Y™ T cells.
Multibacillary patients showed a marked reduction in CD8P"9"* T cells compared to
paucibacillary patients and healthy controls. According to the Madri classification,
individuals with more severe clinical phenotypes (borderline and lepromatous leprosy)
exhibited a reduction in CD8P"9"* T cells and a significant increase in CD8Y™* T cells
compared to milder disease phenotypes (indeterminate and tuberculoid leprosy) and
healthy controls. CD8%™* and CD8P"9"* T [ymphocytes were not associated with higher
bacterial loads in leprosy. Age did not significantly affect CD8" T cell subpopulations
in leprosy patients. CD89™* T cells showed lower production of TNF-a, IFN-y, and IL-4
cytokines, while CD8P9"*+ T cells displayed a profile of reduced IL-4 and IL-10
production. Granzyme B and perforin production was primarily established by CD8dm*
T lymphocytes, whereas CD89"* T lymphocytes exhibited low cytotoxic capacity in
individuals with different clinical forms of leprosy. These findings suggest, for the first
time, a potentially important role for CD89"* and CD8Y™* T cells in the immune
response against leprosy.

Keywords: Leprosy, Immune response, CD8* T lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada por Mycobacterium
leprae (M. Leprae), um bacilo intracelular, e o curso da infec¢do leva a perda de
sensibilidade, inervacdo, lesdo intraepidérmica e lesdes associadas a perda de
mielina nas células de Schwann (FACER, 2000). A hanseniase permanece como um
problema de salde publica no Brasil, mesmo apds a introdugdo do tratamento
poliquimioterapico (PQT) (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al., 2006;
WHO, 2021).

A doenca apresenta baixa letalidade e mortalidade, podendo ocorrer em
gualquer idade, raca ou género. Nota-se relacédo entre endemicidade e baixos indices
de desenvolvimento humano (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Além dos agravantes
inerentes a qualquer doenca de origem socioecondémica, ressalta-se a repercussao
psicolégica que pode ser ocasionada pelas sequelas fisicas da doenca, ajudando para
a diminuicdo da autoestima e para a autossegregacdo do portador da hanseniase
(EIDT, 2000).

No Brasil, os primeiros casos notificados da doenga ocorreram na cidade do Rio
de Janeiro, no ano de 1600 (YAMANOUCHI et al., 1993), onde ap6s anos mais tarde,
seria criado o primeiro lazareto, local destinado a abrigar os doentes de L&zaro,
lazarentos ou leprosos (BRASIL, 1989). A taxa de prevaléncia da doenca no Brasil é
bastante variavel, ou seja, ocorre de forma desigual por todo o territdrio e acompanha
a desigualdade socioeconémica regional. Andlises dos indicadores por macrorregiao
mostraram que as regides Centro-Oeste (37,27/100 mil habitantes) e Norte (34,26/100
mil habitantes) apresentaram as maiores taxas médias de detec¢do geral no periodo
de 2012 a 2016. Enquanto as menores taxas foram registradas nas regides Sul
(3,75/100 mil habitantes) e Sudeste (5,31/100 mil habitantes) (YAMANOUCHI et al.,
1993; Ministério da Saude, 2018). Os Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
ja eliminaram a hanseniase como problema de saude publica, segundo os critérios da
Organizacdo Mundial de Saude, que preconiza uma taxa menor do que 1:10 mil
caso/habitantes (OPS/OMS, 2001). Porém é nitido que h& uma reducdo do nimero
de casos novos no periodo da pandemia, ou seja, 2020-2022, uma vez que existia
toda uma campanha de nao sair a rua, para evitar a infeccao pelo virus da COVID-19
no Brasil, o que acabou levando a subnotificacdes da hanseniase no pais.

A cidade de Campos dos Goytacazes em 2024 apresentou uma taxa de
deteccdo de 4,66 casos para cada 100.000 habitantes. No mesmo ano, foram
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notificados 24 novos casos da hanseniase (SINAN/SVSA/MS, 2024). O ultimo estudo
realizado na cidade foi o de de Batista em 2011, o qual englobou casos de janeiro de
2008 a setembro de 2010, e apontou maior prevaléncia da hanseniase na regido Norte
do municipio, apresentando cerca de 50% dos casos, cujo distrito de Travesséo de
Campos foi 0 mais acometido.

De acordo com a classificagéo de Ridley e Jopling, a doenca possui cinco formas
clinicas baseadas em critérios clinicos, histopatologicos, imunolégicos e
baciloscépicos:  dimorfa-tuberculoide,  dimorfa-virchowiana,  dimorfa-dimorfa,
tuberculoide e virchowiana (lepromatosa) (RIDLEY; JOPLING, 1966). O estagio inicial
de infeccéo é referido como forma indeterminada. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) por sua vez classifica pacientes como multibacilar (MB) ou paucibacilar (PB)
para fins de tratamento. Essas classificacfes sao feitas com base na identificacdo dos
bacilos e no numero de lesdes que se apresentam na pele do individuo. Como a
baciloscopia nem sempre é possivel, 0 numero de lesdes pode e devera ser usado
para classificar os pacientes em trés grupos: hanseniase paucibacilar Unica (uma
lesdo cutdnea), hanseniase paucibacilar (duas a cinco lesdes cutaneas de pele com
baciloscopia de raspado intradérmico negativo, quando disponivel) e hanseniase
multibacilar (presenca de seis ou mais lesdes de pele ou baciloscopia de raspado
intradérmico positiva) (OMS, 2019 e PARDILLO et al., 2007).

Como nao existe uma vacina contra a doenca, € consenso que a
poliquimioterapia constitui-se atualmente como a principal estratégia para interromper
a cadeia de transmissédo de M. leprae e eliminar a hanseniase como problema de
salude publica mundial. A OMS em 1981 introduziu a quimioterapia combinada com
trés farmacos, conhecida como poliquimioterapia (PQT/OMS), que consiste no uso
dos trés farmacos: Dapsona (DDS), Clofazimina (CFZ) e Rifampicina (RMP) por seis
meses para formas PB e de doze meses para os casos MB (OMS, 2019). A PQT/OMS
comecou a ser implementada no Brasil em 1986, e em 1991, foi adotada oficialmente
pelo Ministério da Saude (MS), sendo o tratamento poliquimioterapico recomendado
para todos os casos de hanseniase diagnosticados (GALL; NERY; GARCIA, 1995 e
OPROMOLLA, 1997).

A hanseniase apresenta diversas caracteristicas clinicas que sdo determinadas
pelo tipo de resposta imune do hospedeiro contra Mycobacterium leprae. O espectro
clinico é dividido entre os polos, no caso o tuberculoide e o virchowiano (SCOLLARD
et al., 2006). Na hanseniase tuberculoide ocorre a polarizagdo para uma resposta do
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tipo Thl, caracterizada pela producdo de IFN-y, que induz a ativacéo de linfécitos T
CD8", macrofagos e mecanismos bactericidas que controlam o crescimento de M.
leprae, a qual é critica para uma resposta protetora (MODLIN, 1994; FONSECA et al.,
2017). Por outro lado, a forma virchowiana apresenta imunidade celular
comprometida, com predominancia de resposta do tipo Th2, com grande producéo de
IL-4 e predominantemente ativacdo de linfocitos B, permitindo assim a evasao do
bacilo, levando a uma resposta protetora deficiente, e, conseqguentemente
acarretando no quadro de infeccdo crénica (PARK et al., 2016). Na forma dimorfa, os
pacientes exibem caracteristicas imunoldgicas e histopatologicas que variam entre as
formas tuberculoide e lepromatosa, ou seja, existem os dois tipos de resposta (Thl e
Th2) concomitante (SIMOES QUARESMA et al., 2012).

Um estudo de Dwyer; Bullock; Filds (1973) demonstrou uma diminuicdo no
namero de linfécitos T no sangue periférico de individuos acometidos por diferentes
formas clinicas da hanseniase, similares resultados foram encontrados por Gajl-
Peczalsk et al (1973). Entretanto nenhum estudo aborda quantitativamente as
subpopulacdes de linfocitos T CD8* nas diferentes formas clinicas da hanseniase.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar subpopulacées de linfocitos
T CD8gbrigh+/dim* e caracteriza-las quanto a producdo de citocinas e marcadores de
citotoxicidade em amostras de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

de portadores das diferentes formas clinicas da hanseniase.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A hanseniase, também conhecida pela designagdo de lepra, € uma das mais
antigas doencas que acomete o Homem, ainda hoje, muitos anos apds sua
descoberta discute-se se a hanseniase é de origem asiatica ou africana. Tendo alguns
estudos que mostram que seja originaria da Asia (JOPLING e McDOUGALL, 1991 e
BRASIL, 1989). Porém, outros apontam que a Africa seja o berco desta doenca
(BRASIL, 1989).

A lepra é conhecida ha mais de trés ou quatro mil anos na india, China e Jap&o.
A doenca ja existia no Egito quatro mil e trezentos anos antes de Cristo, baseado em
um papiro da época de Ramseés Il (BRASIL, 1960). Existem evidéncias objetivas da
doenca em esqueletos descobertos no Egito, datando do segundo século antes de
Cristo (BRASIL, 1989).

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa humana de evolucao crénica
causada pelo bacilo de Hansen que se manifesta, principalmente, por lesdes cutaneas
as quais levam a diminuicdo de sensibilidade térmica, dolorosa e tatil. Essas
manifestacdes sdo resultantes do tropismo de Mycobacterium leprae (M. leprae),
agente causador da doenca, em acometer células cutaneas e nervosas periféricas. O
notavel pesquisador e médico noruegués Gerhard Armauer Hansen, foi quem
identificou, em 1873, este bacilo como o causador da lepra. A doenca teve seu home
modificado em virtude da Lei federal de N° 9.010, Art. 1° onde o nome “Lepra” e seus
derivados ndo deveriam mais ser empregados para designar a doenca e o doente
(BRASIL, 1995). Entdo o nome da doenca foi alterado para hanseniase em
homenagem ao seu descobridor, bem como eliminar o estigma que a outra
terminologia trazia (FOSS, 1999).

2.2 Epidemiologia da hanseniase

A taxa de prevaléncia da doenca no Brasil é bastante variavel, ou seja, ocorre
de forma desigual por todo o territorio (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 1993),
encontrando-se entre 0,29 e 3,80 casos por 10 mil habitantes no ano de 2023
(BRASIL, 2001).

Em 2023 a taxa de prevaléncia da doenca no pais foi de 1,21 casos para cada
10 mil habitantes, demonstrando que o pais esté& préximo de cumprir a meta de menos
de 1 caso para cada 10 mil habitantes estipulada pela OMS (Figura 1). O estado do

Rio de Janeiro apresentou um coeficiente de prevaléncia de 0,37 casos
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(SINAN/SVSA/MS, 2024); adicionalmente, no mesmo ano a cidade de Campos dos
Goytacazes apresentou 0,31 casos (SINAN/SVSA/MS, 2024).
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Figura 1. Grafico das taxas de deteccédo de casos novos de hanseniase e em menores de 15 anos
por 100 mil habitantes e taxa de prevaléncia por 10 mil habitantes dos anos de 2009-2023 no
Brasil. A taxa de prevaléncia é considerada baixa: 0,00-1,00; média: 1,01- 5,00 e alta> 5,01 (Fonte:
SINAN/SVS/MS, 2024).

2.3 Caracteristicas clinicas da infeccao por Mycobacterium leprae

Os fagdécitos mononucleares do hospedeiro séo as principais células infectadas
por Mycobacterium leprae, assim como as células de Schwann do sistema nervoso
periférico (PREVEDELLO e MIRA, 2007). Esse bacilo possui tropismo por células da
pele, anexo cutaneo e principalmente nervos periféricos; ocasionando lesdes que
podem ser irreversiveis quando o diagndstico é tardio (TEIXERA et al., 2010).

Se o0 bacilo acometesse somente a pele, a hanseniase nao teria a importancia
gue tem na saude publica. Uma vez que acomete o0 sistema nervoso periférico
(terminagdes nervosas livres e troncos nervosos) surgem a perda de sensibilidade, as
atrofias, paresias e paralisias musculares que, se ndo diagnosticadas e tratadas
adequadamente, podem evoluir para incapacidades fisicas permanentes (BRASIL,
1989).

A infeccdo ativa por Mycobacterium leprae é caracterizada por uma grande
diversificacdo no curso clinico da infeccéo, variando de uma doenca paucibacilar, na
gual poucos bacilos estao presentes nas lesdes, a uma doenc¢a multibacilar, na qual
uma grande carga bacilar esta presente nas mesmas (HUNTER; GAYLORD;
BRENNAN, 1986).

2.4 Classificacdo da doenca quanto as formas clinicas
Uma forma de classificar a doenca € utilizar o estado funcional do sistema
imune, proposta por Ridley e Jopling (1966), a qual foi dividida nas seguintes formas
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clinicas: indeterminada (l), virchowiana (V), tuberculoide (T), e as formas
intermediarias ou também chamadas de dimorfas como: borderline tuberculoide
(BT), borderline borderline (BB), borderline virchowiana (BV).

Adicionalmente a OMS classificou a doenca no sentido operacional visando o
tratamento com PQT, baseando-se no numero de lesdes cutdneas que o individuo
apresenta. Os individuos do grupo paucibacilar sédo categorizados como casos com
até cinco lesdes de pele e engloba os casos das formas tuberculoide e indeterminada;
ja os individuos do grupo multibacilar sdo identificados como casos com mais de cinco
lesGes de pele e agrupam as formas virchowiana e dimorfas (OMS, 2019).

Acrescenta-se a estes, a classificacdo de Madrid (1953) que adotou critérios de
polaridade, baseados nas caracteristicas clinicas da doenca, somados aos aspectos
bacteriologicos, imunolégicos (Teste de Mitsuda) e histolégicos da hanseniase.
Definindo por grupo as formas clinicas: grupos polares, tuberculoide (T) e virchowiano
(V) ou lepromatoso (L); o grupo inicial ou transitério da doenca, a forma indeterminada
(I); e o intermediario e instavel, a forma boderline (B) ou dimorfa (D) (INTERNATIONAL
CONGRESS OF LEPROSY, 1953).

2.5 Transmisséo da hanseniase

A principal via de transmissdo dos bacilos dos pacientes multibacilares
(virchowianos e dimorfos) é a via aérea superior, sendo assim o trato respiratorio a
mais provavel via de entrada de M. leprae no corpo (OMS, 2019).

Em média, o periodo de incubagéo se da de 2 a 7 anos. Entretanto, existem
descricdes de periodos mais curtos, cerca de 7 meses, assim como de periodos mais
longos por volta de 10 anos, para manifestacdo dos sintomas (OMS, 2019).

2.6 Diagnostico da hanseniase

O diagndstico da hanseniase é substancialmente clinico e epidemiolégico, com
associacdo ao exame dermatoneuroldgico, utilizado para identificar as les6es ou
areas da pele com alteracdes de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos. A
analise das condigbes e historia epidemiolégica do paciente também € levada em
consideracdo. A doenca pode se manifestar por manchas hipocromicas ou
eritematosas, infiltradas e com perda de sensibilidade ao calor, frio, tato ou dor
(ARAUJO, 2003).

Diversos exames clinicos podem ser realizados para o diagnostico da
hanseniase. Um deles é o teste de sensibilidade térmica, o qual consiste em tocar sob
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a pele do paciente tubos, sem que o0 mesmo possua a visualizacao da realizagéo do
teste, ou seja, 0 mesmo com os olhos vendados. Apoés instrugdes, os tubos contendo
agua fria (em torno de 25°C) ou quente (37-45°C) devem ser tocados para poder
avaliar a sensibilidade da pele do individuo; ou, por exemplo, um algoddo embebido
de éter ou alcool e outro seco, a fim de propiciar o mesmo resultado. Outro método
consiste na avaliacdo da sensibilidade dolorosa do individuo através da utilizacdo de
uma agulha de seringa, por exemplo, onde o paciente também néo possui forma de
visualizar a realizac&o do teste e ap0s as orientacdes devera identificar se 0 que esta
tocando a sua pele é a ponta da agulha (sensacéo de dor) ou a base da agulha (LYON
& GROSSI IN: ALVES et al., 2014). Sabe-se que as lesbes provocadas por M. leprae
podem alterar a sudorese devido ao comprometimento nervoso. Assim pode-se
realizar a prova da pilocarpina, que é um teste o qual indica a area ndo afetada pelo
bacilo, através da coloracdo azulada da regido que apresenta a sudorese. O teste
compde-se do pincelamento de tintura de iodo sobre a pele do paciente, com posterior
injecdo intradérmica de 0,1 a 0,2 mL de pilocarpina (0,5% ou 1%) e consecutivamente
polvilhamento de amido sobre a area testada (LYON & GROSSI IN: ALVES et al.,
2014).

Um exame laboratorial complementar a avaliagdo clinica, muito util para o
diagnostico da hanseniase é a baciloscopia, 0 qual consiste na realizacdo de um
esfregaco proveniente do raspado dérmico de lesbes cutaneas, cotovelos ou l6bulos
auriculares do paciente. A lamina produzida é corada pelo método de Ziehl Neelsen.
O método tem uma especificidade de 100%, porém, uma baixa sensibilidade que varia
entre 10-50%. O indice baciloscoépico (IB) é determinado a partir da soma dos indices
encontrados em cada local da coleta dividido pelo niamero de locais da coleta
(TALHARI et al., 2015).

Existe também o kit NAT-hans (IBMP), demonstrado no estudo de Barbieri e
colaboradores em 2019, o qual indicou que em casos de dificil diagnéstico, o PCR
guantitativo (qPCR) apresenta maior sensibilidade (57%) em comparacdo com a
histopatologia (35%), diferindo de outras doencas dermatoldgicas; a combinacao
gPCR e da histopatologia pode aumentar a sensibilidade para 65%, representando

um avanco significativo no diagnéstico de casos dificeis.

2.7 Tratamento da doenca
O tratamento dos pacientes deve ocorrer em regime ambulatorial, nas unidades

de servicos basicos de saude, responsaveis pela administracdo de uma associacao
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de farmacos, a poliquimioterapia uUnica (PQTU/OMS), que contém os farmacos
Rifampicina, Dapsona e Clofazimina. Desde 2018, a Organizacao Mundial da Saude
(OMS) passou a recomendar o uso de um esquema terapéutico com os trés farmacos
para o tratamento de todos os casos de hanseniase, independentemente da
classificacdo operacional do paciente. Nesse contexto, o tratamento mantém a
duragdo de seis doses mensais para 0s casos paucibacilares (PB) e de 12 doses
mensais para os casos multibacilares (MB). No Brasil, esse regime terapéutico foi
oficialmente adotado em 2021 e a implementacdo da PQT-U/OMS elimina o bacilo
evitando a evolugédo da doenca, assim como para a transmissao do bacilo prevenindo
as incapacidades e deformidades por ela causadas, podendo alcancar a cura, desde
gue a PQT-U ocorra em conformidade 6tima (BRASIL, 2021).

A informacao sobre a classificacao clinica do doente € fundamental para se
selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso. Para criancas
acometidas pela hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema padrdo é
ajustada conforme a idade e peso. J& nos pacientes com intolerancia a um dos
medicamentos do esquema padrao, sédo indicados esquemas alternativos. A alta por
cura é dada ap6s a administracdo do numero de doses preconizadas pelo esquema
terapéutico, dentro do prazo recomendado para cada forma clinica (OMS, 2019 e
BRASIL, 2021).

2.8 Respostas imunologicas do hospedeiro ao patdogeno

O Mycobacterium leprae € um bacilo gram-positivo, alcool e acido-resistente e
parasita intracelular obrigatério, com um tropismo acentuado por células fagociticas,
como as células de Schwann nos nervos periféricos e os macrofagos na pele
(BRITTON e LOCKWOOD, 2004). Diferencia-se de outras bactérias gram-positivas e
gram-negativas pela composi¢cao unica de sua parede celular, que é rica em lipidios,
especialmente &cidos micolicos e (glicolipideo fendlico-1 (PGL-1). O PGL-1
desempenha um papel crucial na mediacdo da entrada do bacilo nos macréfagos,
interagindo com a fragcdo C3 do complemento por meio dos receptores CR1, CR3 e
CRA4, o que induz sua fagocitose. Este componente € essencial para a patogénese da
hanseniase, estando envolvido no mecanismo de escape lisossomal, além de exercer
uma funcéo imunossupressora que facilita a sobrevivéncia de M. leprae no interior das
células hospedeiras, como os macrofagos (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).

Andlises das citocinas secretadas por macréfagos virgens expostos ao
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) e ao lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa de
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bactérias gram-negativas revelaram que o PGL-1, por si s6, induz uma producéo
reduzida de citocinas inflamatodrias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
interleucina-13 (IL-13) e interleucina-10 (IL-10). Em contrapartida, promove altos
niveis de moléculas reguladoras, como a proteina quimiotatica de monécitos-1 (MCP-
1) e o antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1RA). A atividade microbicida dos
macréfagos € mediada pela producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
geradas via complexo NADPH-oxidase e sintese de 6xido nitrico, respectivamente
(GHORPADE, 2002). Um aumento na expressao da sintase de 6xido nitrico induzida
(INOS) foi observado em lesdes cutaneas de pacientes com a forma tuberculoide da
hanseniase, em comparacdo com lesdes lepromatosas, 0 que pode ser atribuido a
resposta imune mais intensa do tipo Thl presente nos casos paucibacilares
(GHORPADE, 2002 e PLOEMACHER et al., 2020).

O papel da inflamag¢do na hanseniase tem sido amplamente estudado. Um
componente fundamental da resposta imune inata é o inflamassoma, um complexo de
proteinas citosélicas responsavel por mediar a inflamacao ao processar citocinas proé-
inflamatérias, como a interleucina-1 beta (IL-1B) e a interleucina-18 (IL-18). O
inflamassoma € ativado ao reconhecer padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), sendo este Ultimo
crucial para a maturagédo da caspase-1, a secrecao de IL-13 e a induc¢do de um tipo
de morte celular inflamatdria denominada piroptose. Os niveis de expressdo de
caspase-1l, IL-1B e IL-18 sdo mais elevados em lesbes lepromatosas quando
comparados as formas indeterminadas e tuberculoides, sugerindo uma ineficiéncia da
resposta inflamatéria em controlar a infeccdo pelo Mycobacterium leprae (AMIN;
BOCHE; RAKIC, 2017 e ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015).

As respostas inflamatérias aos antigenos do M. leprae também desempenham
um papel crucial na patogénese, pois sao capazes de induzir e amplificar a resposta
inflamatoria das células de Schwann. Esse processo inflamatorio, quando
exacerbado, torna-se prejudicial, levando a desmielinizacdo ou a destruicdo das
células nervosas devido a perda neuronal. O M. leprae estimula a inflamacéo
aumentando os niveis de TNF-alfa, o que compromete a capacidade de reparo
nervoso ao bloquear a inducdo do fenétipo formador de mielina nas células de
Schwann. Esse bloqueio ocorre por meio da sensibilidade induzida pelo TNF-alfa a
sinalizacdo de citocinas pro-inflamatorias, dificultando a regeneracdo e contribuindo
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para o dano neural observado nos casos de hanseniase (BROZ; DIXIT, 2016 e
ANDRADE et al., 2016).

A polarizacdo da resposta imune (Th1l/Th2) ao Mycobacterium leprae é
reconhecida como o elemento critico para a patogenicidade da hanseniase, assim
como para a manifestacédo das diversas formas clinicas. Contudo, o desenvolvimento
da resposta imune ao M. leprae é um processo extremamente complexo (SANDHU et
al., 2016).

Uma resposta imune protetora a hanseniase, é considerada dependente de
uma resposta celular predominante por parte do sistema imunoldgico,
especificamente na formacao de células T-helper 1, as quais podem ativar células da
linhagem monocitaria (macréfagos, células dendriticas e células de Schwann, entre
outras) possibilitando a eliminacdo de bacilos e células infectadas através da acao de
células T efetoras (PALERMO et al., 2012).

Na hanseniase tuberculoide, prevalece a imunidade mediada por células, com
ativacdo de macréfagos, a qual apesar de controlar a infeccdo ndo a elimina por
completo. Sdo encontrados poucos bacilos viaveis nos tecidos, a patologia,
juntamente com a maioria dos sintomas se deve a resposta inflamatéria do hospedeiro
aos microrganismos resistentes. Na hanseniase virchowiana, a imunidade mediada
por células esta suprimida e 0os microrganismos se apresentam em grande ndmero
nos macréfagos. Nas formas intermediarias os dois tipos de respostas podem ser
concomitantes (ABULAFIA; VIGNALE, 1999).

Existem diferentes espectros clinicos, bacteriologicos e histolégicos sendo
manifestados em pacientes que desenvolvem a hanseniase, assim como descrito
anteriormente em pacientes com a forma clinica tuberculoide, a histologia do individuo
€ caracterizada por grande infiltrado de células T CD4", formando granulomas e pouco
ou nenhum bacilo detectado nas lesbes. Analises de sangue periférico in vitro de
pacientes dessa forma, mostraram um padrdo de resposta imunolégica do tipo Thi,
na qual ha grande proliferacéo de linfocitos e citocinas do perfil Thl (interferon y - IFNy
e interleucina 2 — IL-2). Por outro lado, os individuos acometidos pela forma clinica
virchowiana apresentam baixa resposta granulomatosa, com pouco infiltrado de
células T CD4* e macréfagos, o que leva ao aumento do numero de bacilos presentes

nas lesbes, promovendo a supressao da resposta imune do tipo Thl, polarizando para



23

a resposta imunoldgica do tipo Th2 com producao de citocinas desse perfil (IL-4 e IL-
10) (PALERMO et al., 2012; BRITTON; LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al., 2006).

Na forma virchowiana, a producédo dos antigenos PGL-1 e LAM pelo bacilo, no
interior do macréfago, contribuem para o0 escape do mesmo a oxidagcado
intramacrofagica, uma vez que estes possuem funcdes supressoras da atividade de
macréfago e favorecem a disseminagdo do mesmo (ARAUJO, 2003).

Além do classico paradigma Th1/Th2, variacbes no espectro imunolégico da
hanseniase incluem a participacao de outras subpopulacdes de linfécitos, como Th9,
Th1l7, Th25 e Treg (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022). Entre essas, os linfocitos
Th9 destacam-se como uma subpopulacdo de células T CD4* auxiliares,
caracterizadas pela secrecdo de interleucinas pro-inflamatoérias, como IL-9 e IL-10,
gue podem desempenhar um papel relevante na amplificacdo da resposta imune
especifica contra Mycobacterium leprae. O papel desses linfocitos na hanseniase foi
avaliado em um estudo que identificou niveis elevados de IL-9 na forma tuberculoide
da doenca, um efeito relacionado a acdo antagbnica de IL-9 sobre IL-4 e IL-10,
favorecendo uma mudanca da resposta Th2 para Thl (FROES; SOTTO; TRINDADE,
2022 e DE SOUSA et al., 2017).

Os linfocitos Th17, por sua vez, sdo produtores de citocinas pré-inflamatorias,
em especial a IL-17, que tém sido implicadas no desenvolvimento de reacdes reversas
na hanseniase. Niveis elevados de IL-17 também s&o observados na forma
tuberculoide, onde desempenham papel importante no recrutamento de células
inflamatorias, ativacdo endotelial e sustentacdo da inflamacédo cronica. Além disso,
acredita-se que a resposta Th1l7 seja fundamental na modulacdo da funcdo dos
macrofagos, uma vez que a IL-17 induz a producdo de TNF-a, IL-6 e iNOS,
promovendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), essenciais para a
eliminacéo do bacilo (SADHU et al., 2016).

As células T reguladoras (Tregs), fenotipicamente caracterizadas pela
expressao de CD4, CD25 (receptor de interleucina-2 [IL-2R]) e do fator de transcricéo
FOXP3, tém recebido destaque em estudos recentes. Elas correspondem a cerca de
10% da populacao de células T CD4* no sangue periférico humano e estdo associadas
a supressao da resposta celular, mediada pela producéo de citocinas reguladoras ou
anti-inflamatérias, como o TGF-$ e a IL-10 (KUMAR et al., 2013). Na hanseniase, as
células Treg sé@o encontradas em maior abundancia nos pacientes com a forma

lepromatosa, sugerindo um possivel papel patogénico dessas células nas
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apresentacdes multibacilares (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022). Além disso, foi
demonstrado que, nas formas paucibacilares, as células Treg produzem mais IL-17
(citocina pro-inflamatéria) e menos IL-10 (citocina reguladora), criando um
microambiente que favorece a inflamacédo e aumenta o dano tecidual. As Tregs
também sdo conhecidas por secretar IL-35, uma citocina imunossupressora que inibe
a producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2. O aumento nos niveis de IL-35 em pacientes com
hanseniase esta diretamente relacionado com o indice baciloscépico, sendo mais
elevado nas formas multibacilares da doenca (KUMAR et al., 2013).

A resposta imune humoral também é distinta na hanseniase tuberculoide e
virchowiana. Na forma tuberculoide ocorrem baixos titulos ou até niveis indetectaveis
de anticorpo contra o PGL-1 de M. leprae. Na forma virchowiana sao observados altos
titulos de anticorpos contra PGL-1 podendo ser da classe IgM, IgG e IgE. Porém, a
alta concentragao desses anticorpos nao implica em prote¢ao contra os bacilos e os
pacientes infectados apresentam elevada disseminacao bacilar (GOULART; PENNA,;
CUNHA, 2002).

2.9 Linfocitos TCD8*

As células T CD8* sdo células citotoxicas que apresentam varios mecanismos
para o controle e/ou eliminacdo de células infectadas. Elas podem atuar induzindo
estas células a lise ou apoptose, tanto através da liberacdo de granulos citotoxicos
(contendo perforinas e granzimas) no interior da célula, quanto por interacdes
moleculares na superficie celular. A acdo através de perforinas e granzimas se da
com a formacdao de poros (perforinas) na membrana plasmatica de células infectadas,
seguida pela ativacao de vias dependentes ou independentes de caspase (ativadas
por granzimas), que culminam na ativacédo do apoptose (HAY; SLANSKY, 2022).

Esta ativacdo quando ocorre por interacées moleculares na superficie celular,
€ resultado da interacdo de FasL (ligante de Fas), presente na célula T CD8*, com a
proteina Fas (na superficie da célula alvo), sinalizando para a célula alvo entrar em
apoptose (HAY; SLANSKY, 2022). As granzimas constituem uma familia de serina
proteases localizadas nos granulos de linfocitos citotoxicos. Em humanos, foram
identificados cinco tipos principais de granzimas (A, B, H, K e M), cuja expressao é
predominantemente restrita as células da linhagem linfoide (SUSANTO; TRAPANI;
BRASACCHIO, 2012). Dentre elas, a granzima A e B destacam-se como as mais

abundantes, sendo expressas de maneira constitutiva em diversos tipos celulares,
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como linfécitos T citotdéxicos (CTL), células natural killer (NK) e células NKT
(SUSANTO; TRAPANI; BRASACCHIO, 2012).

O co-receptor CD8 desempenha um papel fundamental na ativacéo das células
T CD8* por meio de interacdes com o TCR (receptor de células T) e os complexos
peptideo/MHC de classe | (GAO; JAKOBSEN, 2000; HOLLER; KRANZ, 2003;
COUEDEL et al., 1999 e ALEXANDER etal., 1991). A ligacdo do CD8 pode aumentar
a sensibilidade ao peptideo em até um milhdo de vezes ou mais (HOLLER; KRANZ,
2003), sendo essencial para a formagdo de um complexo estavel entre o MHC de
classele o TCR (SCHOTT; PLOEGH, 2002; NAEHER; LUESCHER; PALMER, 2002).
Tradicionalmente, acreditava-se que a expressdo do CD8 fosse estavel durante a
resposta imune mediada por células T CD8*, sendo amplamente utilizado como um
marcador para definir células T citotoxicas. No entanto, foi demonstrado que a
expressdo de CD8 pode ser inibida por certas citocinas, incluindo IL-2, IL-4 e IL-15,
em células T ativadas (KIENZLE et al., 2005). Além disso, a regulacdo negativa do
CD8 tem sido sugerida como um dos mecanismos de tolerancia periférica (MAILE et
al., 2001). Subpopulagbes com baixa expressédo de CD8 tém sido observadas em
doencas cronicas (SCHMITZ et al., 1998; GRISOTTO et al., 2001 e KIZAKI et al.,
1991), porém, essa regulacdo negativa do CD8 também ocorre durante respostas
imunes agudas a patégenos (BUSH et al., 1998; HARRINGTON et al., 2002; SLIFKA;
WHITTON, 2001) e em linhas celulares (WALKER et al., 1995).

Os subconjuntos de células TCD8P9"* e TCD8Y™* representam duas
subpopulacdes de linfécitos TCD8* que apresentam atividades funcionais distintas e
sédo diferenciadas pela intensidade da coloragdo com anticorpos monoclonais anti-
CD8 que reconhecem especificamente a cadeia CD8a (BAUME et al., 1990). As
células TCD8P19"* representam em grande parte um subconjunto CD3* com atividade
citolitica restrita ao MHC e atividade supressora para producdo de anticorpos; ja as
células TCD8Y™* que sdo também CD3* apresentam a atividade citolitica de células T
nao restrita ao MHC, assim como as ceélulas Natural killer (NK) que s&o um
subconjunto de CD3" (LANIER et al., 1983; LANIER et al., 1986; RICHARDS et al.,
1990; BAUME et al.,, 1990; MOEBIUS et al.,, 1991). No estudo de Simpson e
colaboradores em 2007, onde foram avaliados os linfécitos T CD8* em individuos que
realizavam exercicios de alta intensidade, demonstrou que quando o individuo

saudavel estava em repouso aproximadamente dois tercos de todas as células CD8*
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expressam CD8Pdh* e o outro restante, de um terco expressando CD84m* As
subpopulacgdes de células T CD819"* na infeccdo por HIV sio significativamente mais
efetivas na inibicdo da replicacdo do virus. Além disso, a frequéncia das células T
CD8"m* estdo correlacionadas diretamente com a carga viral e preditores clinicos de
progressao mais rapida da doenca (ELLER et al., 2016). A  subpopulacdo de
TCD8Y™* estd presente em porcentagens relativamente baixas * de 10% dos
linfécitos, majoritariamente em individuos saudaveis (PRINCE; BERMUDEZ;
PLAEGER-MARSHALL, 1993). Essas células sdo consideradas funcionalmente
prejudicadas e exercem efeitos supressores por meio de diferentes mecanismos, tanto
em humanos quanto em modelos murinos. O comprometimento funcional dessas
células é evidente pela sua capacidade reduzida de proliferacdo e producédo de
citocinas. Em pacientes com HIV, as células T CD8Y™ naive apresentam defeitos na
proliferacéo e sinalizacéo do receptor de células T (TCR), comprometendo a secrecao
de IL-2; um aumento dessas células € observado em condi¢des de exposi¢ado crénica
e persistente a antigenos, como em pacientes infectados por HIV, receptores de
transplantes e em camundongos cronicamente infectados com Trypanosoma cruzi
(FAVRE et al., 2011; GRISOTTO et al., 2001 e NAJI et al., 2007).

2.15 Resposta imune e citocinas

Na caracterizacao da resposta imune, a doenca se apresenta classicamente
em duas formas clinicas antagonistas, 0 que orienta a compreensao do padréo de
resposta dual observado entre os linfécitos Thl e Th2 (MODLIN, 1994; ZHOU;
ZHANG; AUNE, 2003; WALKER; LOCKWOOD, 2006; YAMAMURA et al., 1991). Na
hanseniase, os linfocitos Thl e Th2 derivam da diferenciacéo de linfocitos ThO, onde
as principais citocinas envolvidas nesse processo séo a lL-2 e a IL-12 (Thl),e a IL-4
(Th2). Os linfécitos Thl, geralmente, expressam os receptores de quimiocinas CCR5
e CXCR3, enquanto os linfécitos Th2 expressam predominantemente os receptores
CCR4, CCRS8 e, em menor grau, CCR3 (ZHOU; ZHANG; AUNE, 2003; SIMOES
QUARESMA et al., 2012).

Na forma resistente da hanseniase, a tuberculoide, a reducéo da carga bacilar
esta associada a um padrao de resposta imune do tipo Thl, no qual a producédo de
TNF-a e IFN-y ativa os macrofagos, induzindo a producdo de iNOS, que destréi o
bacilo através da liberacdo de radicais livres. No outro polo, o lepromatoso,
considerado o suscetivel da doenca, estd associado a um maior numero de lesdes,

com a presenca de macréfagos espumosos e globias. Segundo a literatura, ha uma
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predominancia da resposta mediada por linfécitos Th2 na forma lepromatosa, a qual
induz a producéo de citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-B, que inativam a resposta
microbicida dos macréfagos, facilitando, assim, a sobrevivéncia do bacilo (SINSIMER
etal., 2010; HALL, 2011; NATH et al., 2000). Nesse contexto, a resposta mediada por
linfocitos Th2, através da liberacdo de IL-4, IL-10 e TGF-[3, regula negativamente a
resposta Thl, inibindo a acdo microbicida dos macréfagos no polo suscetivel da
doenca (SIMOES QUARESMA et al., 2012 e AARAO et al., 2014).

Considerando o paradigma Th1/Th2 da hanseniase, o perfil de citocinas
encontrado na pele difere em cada polo, com uma expressdo mais elevada de
citocinas Thl (como IL-7 e IL-15) em pessoas com hanseniase tuberculéide e uma
expressdo mais alta de citocinas Th2 (como IL-4, IL-5, IL-10 e fator de crescimento
transformador-beta [TGF-f]) em pacientes com hanseniase lepromatosa. A analise de
sangue periférico de pacientes com hanseniase também mostrou que, apos a
estimulagdo com antigenos recombinantes de M. leprae, ha uma inducéo
predominante da secrecéo de citocinas Thl (IFN-y, IL-2 e IL-12) em apresenta¢cdes
paucibacilares e citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-6) em formas multibacilares (DUPNIK et
al., 2015 e SAMPAIO et al., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

A expressao clinica da hanseniase é orientada pelas interagcdes bactéria e
sistema imune do hospedeiro (SANSONETTI et al., 1981). Na maioria das pessoas o
contato com M. leprae induz imunidade efetiva resultando na auséncia de
desenvolvimento da doenca ou mesmo eliminacdo do patdégeno sem manifestacoes
clinicas (JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999). Em uma minoria de pessoas, cerca de
5%, o contato com M. leprae resulta em doenca ativa cujo espectro imunopatolégico
€ amplamente considerado devido a variacao nas respostas imunes acompanhada de
reacbes granulomatosas variaveis por parte de cada hospedeiro a antigenos
especificos de M. leprae.

Os linfocitos T citotoxicos CD8* (CTLs) sdo conhecidos por contribuir para a
defesa do hospedeiro contra patégenos intracelulares por meio da producédo de
interferon-y (IFN-y) e da morte de células-alvo infectadas através de sua acao
citotoxica. O papel das células T CD8* humanas tém sido mostrado pela lise de
macréfagos infectados com micobactérias, mas também por terem a capacidade de
exercer atividade antimicrobiana independente de sua capacidade de secretar IFN-y,
mediado por um mecanismo de secre¢do dependente de granulos que € por meio da
ligacdo com MHC | e através da ligacdo de FasL das CTLs com Fas da célula alvo
(STENGER et al., 1997; BALIN et al., 2018).

Alguns mediadores potenciais da atividade antimicrobiana exercida por essas
células foram descritos ao longo dos anos, incluindo granzima B, perforina e
granulisina (STENGER et al., 1997; OCHOA et al., 2001). A perforina é a grande
responsavel pela lise de células infectadas reconhecidas pelas células T CD8", ja a
granzima B possui o potencial de eliminar parasitas intracelulares degradando suas
defesas contra radicais de oxigénio, e a granulisina € importante para a morte
intracelular de bactérias e patogenos (WALCH et al., 2014 e DOTIWALA et al., 2016).

Os CTLs sédo heterogéneos em sua expressao de proteinas de granulo
citotdéxico, onde algumas células expressam apenas uma proteina citotoxica e outras
expressam multiplas proteinas citotoxicas (BUSCH et al., 1998). Deste modo, os
componentes especificos do granulo CTL que sdo necessarios e suficientes para
promover as mortes intracelulares permanecem incertos.

As células T CD8™* tém sido observadas em infeccdes virais persistentes e
descritas por terem atividade citotéxica ineficiente (TRAUTMANN et al., 2003; XU et
al., 2013 e OUYANG et al., 2013). O papel fisiolégico das células T CD8Y™* atualmente
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ndo é conhecido. Pressupbe-se que a persisténcia do antigeno afete o
desenvolvimento de uma populacdo celular ineficiente de células T ou que essas
células surjam como uma populagdo reguladora que controla a intensidade da
atividade citolitica e de dano ao tecido (MAGGI et al., 1994).

Portanto, reconhecer e caracterizar as subpopulacdes de linfécitos T
CDsgPright+dim* em associacdo com as formas clinicas da hanseniase, sera de grande
importancia na complementacdo dos nossos estudos e ajudara a desvendar o papel

dessas subpopula¢des de células no contexto da infeccdo por M. leprae.
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4. OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar as subpopulagées de linfécitos T CD8Prioht+ @ TCDgdIIM*

correlacionando com as diferentes formas clinicas da hanseniase antes da

intervencgédo poliquimioterapica.

a.

4.1 Objetivos especificos
Recrutar pacientes portadores de diferentes formas clinicas da hanseniase, por
amostragem por conveniéncia, antes da intervencéo terapéutica, bem como
individuos controles saudaveis;
Analisar as subpopulacfes de linfécitos T CD8* de pacientes portadores de
diferentes formas clinicas da hanseniase e individuos saudaveis a partir das
PBMC;
Estabelecer a cinética de producéo de citocinas intracelulares e avaliar o perfil
de producéo dessas citocinas sob estimulos antigénicos especificos em células
TCD8* de individuos com hanseniase e controles saudaveis;
Avaliar a producédo de granzima B e perforinas no interior das células T CD8*
de individuos com hanseniase e controles saudaveis.
Correlacionar os dados de fenotipagem celular, producdo de citocinas
intracelulares e secrecao de granulos com fenoétipos clinicos da hanseniase.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Sujeitos da pesquisa

Foi implementado um estudo observacional, analitico do tipo caso-controle.
Neste estudo utilizamos um total de amostras de 91 individuos, sendo 69 de sangue
periférico de portadores da hanseniase e 22 individuos saudaveis (ndo portadores),
todos eles residentes no municipio de Campos dos Goytacazes. Os individuos foram
avaliados quanto a parametros imunologicos e, portanto, as amostras foram coletadas
antes de iniciar o tratamento com a medicagdo PQT-U, sendo o periodo de 2020 a
2024 da coleta do sangue periférico.

Grupo caso: pacientes portadores de diferentes formas clinicas da hanseniase
(tuberculoide, virchowiana, dimorfa e indeterminada), oriundos do Programa Municipal
de Controle da Hanseniase, pertencente a Secretaria Municipal de Saude do
municipio de Campos dos Goytacazes, o qual funciona como Centro de Referéncia
Regional para diagnéstico e tratamento da doenca. Este ambulatorio recebe pacientes
encaminhados de instituicbes de saude publicas e privadas. Os individuos portadores
da hanseniase selecionados para o estudo foram diagnosticados clinicamente como
portadores da hanseniase, pelo médico dermatologista Dr. Edilbert Pellegrini Nahn
Jr., colaborador neste projeto; e classificados segundo a classificacdo de Madrid, além
de terem sidos avaliados para baciloscopia através da Coloragédo de Ziehl Neelsen,
onde se observa a quantidade de bacilos corados na lamina das lesdes, |6bulos
auriculares e cotovelos, sendo classificados quanto a esse numero em diferentes
cruzes: + (3 a 9 bacilos em todo o esfregaco), ++ (=10 em todo o esfregacgo) e +++ (1
ou mais bacilo por campo), no Laboratorio Regional de Campos dos Goytacazes-
Fundag&o Municipal de Saude de Campos dos Goytacazes.

Grupo Controle: 22 individuos provenientes do hemocentro do Hospital Ferreira
Machado, o qual pertence a rede publica de saude do municipio de Campos dos
Goytacazes sem histéria pregressa e atual de hanseniase.

Todos os individuos voluntarios no estudo foram informados sobre os objetivos
do projeto e sobre sua forma de participacdo, mediante leitura e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. O termo foi redigido segundo as regras da
resolucéo 466/2012, exigida pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
para coleta de amostras de sangue periférico. Esse projeto foi submetido a avaliacéo



32

do Comité de Etica em Pesquisa pela plataforma Brasil e aprovado sobre o CAAE:
19679119.8.0000.5244.

Tabela 1: Caracteristicas da populacao de estudo.

Grupos Grupos N Média de Género
clinicos clinicos idade + o
Desvio Feminino/Mas
(OMS)/ N (Madri) padréo culino
PT) (%)
50.45 + 15.44
Lepromatoso 23 8.69/91.31
Multibacilar (LL) (18-76)
(MB)
53 . 55.30 + 18.45
Dimorfo 30 20.00/ 80.00
(DL) (18-79)
Hanseniase
(MH)
; 37.75+14.24
'”dEtel”L"'”ado 4 25.00/ 75.00
Paucibacilar (L) (18-50)
(PB)
16 Tuberculoide 39.91+15.47
12 75.00/ 25.00
(TL) (19-65)
50.32 +17.74
Total MH 69 26.08/73.92
(18-79)
Con(;r,ole_s 36.00 + 10.78
saudavels 22 34.79/65.21
(HO) (20-54)

5.2 Obtencao das PBMCs a partir do sangue periférico

As amostras de sangue dos individuos participantes do estudo foram coletadas
por venopuncao para obtencdo de 10 mL de sangue periférico, em tubos a vacuo
contendo heparina sodica. O fracionamento celular foi feito por gradiente de Ficoll
(LSM®, ORGANON TEKNIKA — 1,08g/mL) para separacdo das células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) por diferenca de densidade,
adicionando-se lentamente o sangue sobre o Ficoll, na proporcédo de 2:1 em tubos
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conicos de 50 mL, e submetido a centrifugacdo a 1000 x g, por 20 minutos, numa
temperatura de 22°C. O plasma foi retirado e armazenado em tubos de 15 mL a 20°C.
As PBMCs coletadas foram lavadas com meio RPMI-1640 (Meio HEPES modificado
— GIBCO-BRL) através de duas centrifugacfes de 1000 x g 4°C durante 10 minutos.
Apoés o processo de lavagem, as células foram ressuspendidas em 1mL de meio
RPMI-1640, e uma aliguota de 10 uL dessa suspensao foi retirada e diluida em 90uL
de Azul de Tripan (0,2%) para a realizacdo da contagem em Camara de Neubauer do

namero de células e avaliagdo da viabilidade celular.

5.3 Fenotipagem celular, marcacéo extracelular de células TCDgPbright+/dim+
e andlise por citometria de fluxo.

Para fenotipagem celular das células de todos os pacientes e controles
participantes do estudo, foram adicionados 25 pyL de anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromos BD Multitest anti-CD3 [fluoresceina isotiocianato
(FITC)], anti-CD8 ([ficoeritrina (PE)], anti-CD45 [complexo de proteina peridinina-
clorofila (PerCP)] e anti-CD4 [aloficocianina (APC)] a 50 uL de sangue total em um
tubo de 1 mL. O tubo foi vortexado suavemente e incubado por 15 minutos no escuro
a temperatura ambiente (20° a 25°C). Em seguida, adicionamos 450 uL de Solucao
de Lise FACS 1X (BD Biosciences), vortexamos suavemente e incubamos por 15 a
30 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apés isso, adicionamos 500 pL de
Solucéo de Lise FACS 1X aos tubos e os submetemos a centrifugacédo a 500x g por
10 minutos a 4°C. As amostras foram entdo adquiridas em um BD FACSymphony Al
com configuracéo de 4 lasers (BD Biosciences) e analisadas usando BD FACSDiva,
versdo 9.0.2 (BD Bioscience, NJ, EUA). A fenotipagem das células é apresentada na
Figura 2, exibindo a estratégia de gates.
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Figura 2. Estratégia de gates para células T CD8" no sangue periférico de participantes da
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pesquisa. A - Diagrama de fluxo representativo mostrando a posicao dos linfocitos no gréfico de
disperséo frontal (FSC) e lateral (SSC); B - gate de linfécitos positivos (CD45* e SSC); C - linfécitos T+
(CD45* e CD3%); D - no quadrante 1 (Q1), representativo dos linfécitos T CD8*.

5.4 Cultura de Células Mononucleares do Sangue Periférico

PBMC de 19 participantes da pesquisa, sendo 11 pacientes portadores de
diferentes formas clinicas da hanseniase e 8 individuos controles foram separadas,
como descrito no item 5.2, e cultivadas em placas de cultura de 24 (1,0 x10°
células/poco) para avaliagdo da producdo de citocinas, granulos de citotoxicidade e
marcacao por imunofenotipagem celular por citometria de fluxo. Utilizamos para
cultura o meio “Culture Medium for Blastogenisis (CMBlast)” [RPMI-1640 (GIBCO
BRL); L-Glutamina 2mM (MERK); Antibiético Gentamicina 20ug/ml (GIBCO BRL) e
soro humano AB normal (SIGMA) inativado.

As culturas de PBMC foram estimuladas antigenicamente por antigenos

especificos através da adicao de M. leprae irradiado - BEI| RESOURCES (2,5ug/ml) e
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nao especifico por enterotoxina B estafilococica (SEB- 0,25 ug/ml) e culturas de PBMC
nao estimuladas antigenicamente foram mantidas como controles experimentais. As
culturas celulares foram mantidas em estufas Umidas de CO2 (5%) a 37°C durante
cinco dias, e foram processadas em diferentes marcos de tempo conforme descrito
no paragrafo subsequente.

As culturas de PBMC apds 24, 72 e 120h foram processadas para a
fenotipagem e marcacgéo intracelular de citocinas e granulos citotoxicos sobre células
CD8*. Em cada marco, 4h antes de completar o tempo, foram adicionados 25uL da
solucéo diluida de monoensina (99,2uL de RPMI + 0,8uL de monoensina) numa placa
de 96 pocos, na estufa e incubamos o regente por 4h. Apds esse periodo de
incubacao, cada poco foi retirado e alocado em um tubo de 1,5uL, e acrescentado
1mL de solucédo staining buffer (PBS sem Mg?* e Ca?*, 1% SFB, 0,09% de azida
sédica, pH 7,4 e filtrado) e submetido a 2x centrifugacdes a 500g, 4°C por 10 minutos.
O pellet foi ressupendido em 50ul de staining buffer, e a marcagéao externa foi feita
seguindo: 1 tubo de controle branco (contendo somente as células), 1 tubo com
controle isotipico externo [5ul de: anti- Mouse IgG1 (APC), k; anti- Mouse BALB/c
lgG2b, k (FITC) e anti-Rat IgG2a, k (PE)]; 1 tubo com 25uL de multitest (CD3, CD8 e
CD45); 1 tubo do controle da placa com 25uL multitest; 1 tubo do poco de estimulo
com SEB com 25uL de multitest e 1 tubo do poco de estimulo com M. leprae irradiado
com 25uL de multitest. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a 4°C ao abrigo
da luz, apGs esse periodo as células foram lavadas 2x com 1mL de staining buffer a
500g, 4°C por 10 minutos. Ap6s a lavagem, as células foram ressuspendidas em
300uL da solucdo de fixacdo e permeabilizacdo (Kit BD Cytofix/Cytoperm™) e
incubado por 20 minutos, a 4°C ao abrigo da luz. Apds os 20 minutos, as células foram
lavadas 2x com 1mL de solu¢cdo BD Perm/Wash™ (Kit BD Cytofix/Cytoperm™) a
500g, 4°C por 10 minutos. Ressuspendeu-se o pellet com 50uL da solu¢do BD
Perm/Wash para a marcacao interna sendo feita seguindo: 1 tubo com controle
isotipico interno [5ul de: anti- Mouse IgG1 (APC), k; anti- Mouse BALB/c IgG2b, k
(FITC) e anti-Rat IgG2a, k (PE)]; 1 tubo do controle da placa contendo 12,5uL do mix
de anticorpos [15mL de tampé&o Brilliant Blue (BD) + 3,75uL de cada anticorpo: anti-
IFN-y; anti-TNF-a; Anti-IL4; anti-IL10; anti- perforina e anti- granzima B] as células
foram incubadas por 30 minutos, a 4°C ao abrigo da luz. Apds esse tempo as células
foram lavadas 2x com 1mL de solu¢cdo BD Perm/Wash a 5009, 4°C por 10 minutos e
na ultima lavagem as células foram ressuspendidas em 150uL de staining buffer e
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armazenadas a 4°C até a leitura no citometro de fluxo. Todo esse processamento foi
realizado em cada um dos 3 marcos de tempo (24, 72 e 120h) e a Tabela 2 demonstra
todos os anticorpos e fluorocromos que foram utilizados no painel de fenotipagem

celular.

Tabela 2: Anticorpos monoclonais que foram usados para imunofenotipagem

por citometria de fluxo.

Anticorpo anti-

“cluster of Fluorocromo  Clone Isotipo Fabricante
differentiation”

Anti-CD3 FITC SK7 1gG1, K BD Horizon™
Anti-CD8 PE SK1 1gG1, k BD Horizon™
Anti-CD45 PerCP 2D1 1gG1, K BD Horizon™
Anti-IFN-y BV605 B27 Mouse IgG1, K BD Horizon™
Anti-TNF BV650 MAb11 Mouse IgG1, k BD Horizon™
Anti-IL4 BV786 MP4-25D2 Rat IgG1 BD Horizon™
Anti-IL10 PeCy7 JES3-19F1 Rat IgG2a, K Eﬁarmmgenm
Anti- perforina Bv421 5G9 g/lggg’el( BALB/c BD Horizon™
Anti- granzima B PE-CF594 GB11 g"g;sﬁ BALBIC b Horizon™

5.5 Anédlises estatisticas

As andlises estatisticas intergrupos, para comparar o numero de células e
expressao de CD8, e niveis de producédo de citocinas e granulos citotéxicos, foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico Prisma (GraphPad Prism 6.0), onde
utilizamos as classificacdes de Madri (1953), OMS (1982) e classificacdo categorica
em relacdo ao desenvolvimento ou ndo da hanseniase, para comparacdo de
pacientes e controles saudaveis. Os dados foram verificados inicialmente quanto a
natureza paramétrica ou nao paramétrica, considerando-se o0 seu grau de
independéncia, normalidade e variancia. Como o0s dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis, que € o
teste usado para comparacgao entre trés ou mais grupos, seguido pelo teste de Dunn’s
(p6s teste). O teste Mann-Whitney foi usado para comparacao entre dois grupos. Em

todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Andlise ex vivo da quantidade de células T CD8* em PBMCs de
pacientes com hanseniase

Para avaliar a porcentagem de células T CD8* no sangue periférico de
pacientes com hanseniase e individuos controles (HC), agrupamos 0s pacientes de
acordo com a classificacdo da OMS (Figura 3A) e de Madri (Figura 3B). A frequéncia
de células T CD8* foi semelhante entre as formas clinicas da hanseniase e HC,
mesmo considerando as classificacbes da OMS ou Madri (Figura 3A e 3B,

respectivamente).
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Figura 3. Percentual da populagéo de células T CD8" em diferentes formas clinicas e individuos
controles. A — Classificacdo da OMS: MB- Multibacilar, PB- Paucibacilar, HC- Individuos controle e
teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn; B — Classificacdo de Madri: formas
clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IL- Indeterminada, TL- Tuberculéide, HC-
Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.

No entanto, ao analisar os dados, observamos duas subpopulacbes com
intensidade de fluorescéncia distintas do receptor CD8 na superficie dessas células
T, denominadas CD819"t* e CD8Y™* (Figura 4).
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Figura 4. Visualizagdo de células T CD8""9"t e CD8Y™ no sangue periférico de individuos com
hanseniase. A - Diagrama de fluxo representativo mostrando a posicéo dos linfécitos nos graficos de
disperséo para frente (FSC) e lateral (SSC), B - gate positivo para linfécitos (CD45* e CD3*), Ce D -
gate positivos para células T CD8dm e CD8Pright (CD3* e CD8*), com uma representacéo da visualizacédo

em pacientes com as formas tubercul6ide e virchowiana, respectivamente.

6.2 Diminuic&o de células T CD8P"9"* e aumento de células T CD8Y™* em
pacientes multibacilares

Para investigar se subpopulagbes de células T CD8* com intensidade de
fluorescéncia distintas estavam associadas a fenotipos clinicos na hanseniase,
agrupamos os pacientes considerando as classificacdes da OMS e de Madri (Figura
5). Observamos que a porcentagem de células T CD8P9"* teve uma reducéo
acentuada em formas multibacilares em comparacéo com formas paucibacilares e HC

(p=0,0157 e p=0,0056, respectivamente) (Figura 5A), assim como na hanseniase
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lepromatosa (LL) e hanseniase dimorfa (DL) em comparacdo com HC (p=0,0169 e
p=0,0170, respectivamente), na classificacdo de Madri (Figura 5B).

Por outro lado, observamos um aumento na porcentagem de células T CD8dm*
em formas multibacilares em comparacao com formas paucibacilares e HC (p=0,0137
e p=0,0053) na classificacdo da OMS (Figura 5C). Considerando a classificacdo de
Madri, a porcentagem de células T CD8Y™* também foi significativamente maior em
pacientes com as formas mais graves da hanseniase (DL e LL) em comparagdo com
HC (p=0,0225 e p=0,0156) (Figura 5D).



40

p=0.0169
p=0.0056 } |
] =
S A p=0.0157 =) B . p=0.0170
%° 100 %° 100 | |
(] 7 Oy ia () 7 % " ' *
3 e o € = om vl
) ’. R () ’o R Y o e
te 75- te 757 L3
<t i < v *
o [a y
(&) I (&) R 24
s 50 = y 50 .
(] L (] w S
(&) (&)
g 25+ g 25-
= =
ksl kst
o U T T T o Y T T T T T
T HC PB MB © HC IL TL DL LL
3 X
Formas Clinicas Formas Clinicas
E C £ D
S p=0.0053 oo
Q 1004 +——— Q 100- R
O p=0.0137 O B !
. — = p=0,0225
g 75- "37 75 f !
(@) | (&) w *
+ +
o 50— - Yo 50 .
(m] . ] (=] v %o
(&) ] (&) IS
(7)) ’ 7)) ‘ *
o 254 N 8 25+ x .é. =
- - Y3
o @ - Soet
MEX: BLEXZE:
% 0 a| 4 | % 0 T 1 1 |
° HC PB MB ° HC IL TL DL LL
Formas Clinicas Formas Clinicas

Figura 5. Percentual de células T CD8"1¢"* @ CD8YM* é distinta em diferentes formas clinicas da
hanseniase. A e C — Classificagcdo da OMS: MB- Multibacilar, PB- Paucibacilar, HC- Controle Saudavel
e teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn; B e D — Classificacdo de Madri: formas
clinicas LL- Hanseniase lepromatosa, DL- Hanseniase dimorfa, IL- Hanseniase indeterminada, TL-
Hanseniase tubercul6ide, HC- Controle Saudavel e teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn.
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6.3 Percentual de células TCD8P"eht*dim* n 30 estd associado a carga bacilar

Como a porcentagem de células T CD8P9"t* e CD8Y™* apresentava um perfil
distinto entre as formas mais graves da hanseniase e as formas mais leves,
investigamos se essa variacdo estava correlacionada com a carga bacilar, e
descobrimos que ndo estava. Pacientes paucibacilares, que possuem baciloscopia
negativa, com nenhum ou poucos bacilos, apresentaram uma porcentagem maior de
células CD89"* e alguns pacientes apresentaram aumento das células T CD8d4m+,
De forma semelhante, pacientes multibacilares, caracterizados por uma alta carga
bacilar, exibiram um aumento nas células T CD8d"t e CD8Y™ (Figura 6). Assim,
nossos dados indicam que a diferenciacao de linfocitos TCD8* nessas subpopulactes
de células T CD8Prie"+ e TCD8Y™ ndo esta associado a carga bacilar.
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Figura 6. Porcentagem de células T CD8Prishtvdim+ o carga bacteriana em pacientes com
hanseniase. Os pacientes com hanseniase foram agrupados em negativos (tuberculoides e
indeterminados) e positivos (dimorfos e lepromatosos) com indices de + (de 3 a 9 bacilos em todo o
esfregago), ++ (=210 em todo o esfregago) e +++ (1 ou mais bacilo por campo) em relagcdo a carga
bacilar.

6.4 Diminuicdo de células T CD8P9"* e aqumento de células T CD8%M* em
pacientes idosos com hanseniase

Como néo houve correlacao entre a carga bacilar entre as diferentes formas
clinicas da hanseniase em relacéo a diferenciacéo das células T CD8* para os perfis
bright+ e dim+, avaliamos se a idade poderia estar influenciando nessa diferenciagéo
para subpopulac¢ées de células TCD8* em resposta a infeccao por M. leprae. Os dados
mostram que uma diminuicdo significativa na populacdo de células T CD8Prant* foj

observada em individuos idosos com hanseniase (E) em comparagdo com 0 grupo
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(p=0,0040) controle saudavel (HC) e o grupo (p= 0,0344) jovem (Y) (Figura 7A). Por
outro lado, as células CD8Y™ aumentaram em individuos idosos (E) em comparagao
com (p= 0,0048) controles saudaveis HC e (p= 0,0352) individuos jovens (Y) (Figura
7C), indicando que individuos saudaveis (HC) e pacientes jovens (Y) possuem um
perfil semelhante de percentual das subpopulacdes de células T CD8Pright+ e CDgdIm*
e oposto ao perfil apresentado por pacientes idosos (E). Entédo a fim de descobrir se
essa expansdo do perfil dim+ e detrimento do perfil bright+ nos individuos idosos
estaria relacionado a doenca per si ou a idade, avaliamos e analisamos conforme a
classificacdo da OMS e agrupados quanto as faixas etérias; sendo assim podemos
perceber que os individuos idosos (E) das formas multibacilares apresentam a
diminuicdo de células T CD8Ydh* em comparacdo aos pacientes (p=0,0085)
paucibacilares jovens (Y) e aos (p=0,0033) controles saudaveis (Figura 7B). E que o
aumento do perfil de linfocitos T CD8Y™* acontece nos pacientes multibacilares idosos
(E) comparados aos (0,0085) pacientes paucibacilares jovens (Y) e aos (0,0041)
controles saudaveis (Figura 7D). Isso mostra que a idade ndo esta influenciando na
diferenca de linfocitos T CD8Y™+ e CD8P9"* e que isso € atrelado a doenca, ja que
idosos das formas paucibacilares apresentam niveis de linfocitos TCDgdim+/bright+

parecidos com pacientes paucibacilares jovens e controles.
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Figura 7. Porcentagem de células T CD8Pright+dim+ em pacientes com hanseniase, estratificados
em trés grupos de diferentes idades. A e C- Classificacdo quanto a grupos etarios. B e D-
Classificagcdo da OMS correlacionado aos grupos etarios. HC - Controle saudavel e os pacientes foram
categorizados em trés grupos etarios: Y, jovens (18-40 anos); MA, meia-idade (41-60 anos); e E, idosos
(acima de 60 anos). Os dados sao representados como médias + erro padrdo da média (SEM) e
analisados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.
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6.5 Cinética da producdo de citocinas intracelulares e avaliagdo do perfil dessas
citocinas em células TCD8gPright+dim+ de pacientes e controles sob estimulo
especifico de M. leprae

Foi avaliado o perfil de producao intracelular das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a e IFN-y, e anti-inflamatérias IL-4 e IL-10 nas células TCD8dm+brightt dog
individuos acometidos com hanseniase e controles saudaveis, estimuladas por M.
leprae ou ndo. A cinética de producédo intracelular dessas citocinas avaliadas foi
observada durante cinco dias de cultura, e cada citocina teve seu pico de producao
intracelular verificada nos dias 1°, 3° e 5° dias ap0s inicio da cultura.

Ao analisarmos a citocina TNF-a. observamos que no 1° e 5° dias, as células
TCD8gdim+brightt  gpresentaram uma baixa producdo dessa citocina, quando sem
estimulo ou com estimulo especifico, dos diferentes individuos acometidos pela
hanseniase quando comparados aos controles saudaveis (Figura 8A). Ao
agruparmos os individuos conforme a classificacdo da OMS, observamos no 1° dia de
cultura que, nas células T CD8Y™ essa reducdo era significativa nos individuos das
formas multibacilares quando comparado aos controles saudaveis e aos individuos do
grupo paucibacilar, quando ndo estimulados ou sob estimulo por M. leprae (Figura
8B). De forma similar no 3° dia, nos linfécitos T CD89"* gbservamos que os
individuos multibacilares também apresentaram essa marcada reducéo na producao
de TNF-a, quando comparados aos controles saudaveis (Figura 8B). Podemos
também observar que no 3° dia de cultura, as células dos individuos acometidos por
hanseniase apresentam uma tentativa de elevar a producdo de TNF-a nos linfocitos
TCD8Y™*+ comparados aos controles saudaveis e que seriam os individuos das formas
mais brandas que estariam sendo responsaveis por essa producao (Figura 8A e B),
e quando analisamos o0 5° dias de acordo com a classificacdo da OMS, podemos
observar que tanto nos linfocitos TCD8Ym+brightt o5 jndividuos da forma multibacilar
apresentam essa reducéo na producdo da citocina TNF-a quando comparados aos
controles saudaveis (Figura 8B) mesmo quando nédo estdo sob estimulo antigénico
inespecifico (SEB) ou especifico por M. leprae (ML). E ao avaliarmos numa
comparacéo intergrupo, percebemos que os linfécitos T CD8Y™* dos individuos
multibacilares e no 5° dia de cultura apresentam um aumento da producéo de TNF-a
quando comparados aos linfécitos T CD89"* nos mesmos individuos no 5° dia com
estimulo especifico por ML. Ao olharmos para o estimulo inespecifico (SEB)
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percebemos que os pacientes das formas paucibacilares apresentam uma resposta
maior, ou seja, uma maior producao de TNF-a, quando comparados aos multibacilares
e controles saudaveis (Figura 8). De forma geral, isso nos mostra que os individuos
guando acometidos pela hanseniase mesmo tendo uma reducdo na producéo de
TNF-a quando comparados aos controles, exibem o perfil de linfécitos T CD8Y™ de
pacientes paucibacilares como o produtor de TNF-a quando comparados ao grupo
multibacilar no 1° dia de cultura, e além disso os linfocitos T CD8Y™* apresentam a
producdo de TNF-a no 5° dia de cultura nos pacientes acometidos pelas diferentes
formas clinicas da hanseniase comparados aos linfécitos T CD8Pi9n*: colocando

assim os linfécitos T CD8Y™* como os produtores de TNF-a na infeccéo por M. leprae.
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Figura 8. Cinética de produgdo da citocina TNF-a em cultura celular de PBMC sob estimulo
antigénico por M. leprae. A - Classificacdo categérica quanto ao acometimento ou ndo da doenga,
NE- poco de células nado estimuladas, SEB- pogo com estimulagdo antigénica por SEB (Staphylococcus
aureus, Enterotoxin Type B) e ML- po¢o com estimulagdo por M. leprae irradiado. Onde HC- controle
saudavel e MH- individuos acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. B -
Classificacdo segundo a OMS, onde HC- controles saudaveis, PB- individuos paucibacilares e MB-
individuos multibacilares. Os valores de p, foram usados como: *, onde p<0,05; **= p<0,001; ***=
p<0,0001 e ****= p=<0,00001. Os dados sdo representados como médias de intensidades de
fluorescéncias (MIF) + erro padrdo da média (SEM) e analisados usando o teste estatistico de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn e teste U de Mann Whitney.
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Em relagdo a producdo de IFN-y observamos que, os individuos acometidos
pelas diferentes formas clinicas da hanseniase apresentaram baixa producéo de IFN-
v nos linfécitos TCD8Y™ quando comparados aos controles saudaveis, quando
estimulados por M. leprae (Figura 9A), ao segregarmos de acordo com a OMS,
observamos no 1° dia que os individuos das formas multibacilares apresentaram uma
reducéo dos niveis de IFN-y quando comparados aos controles saudaveis e individuos
paucibacilares, quando ndo sédo estimuladas ou sob estimulo especifico (ML) (Figura
9B). Quando avaliamos os linfécitos TCD8P"9"* 'em todos os marcos de dias da cultura
os individuos acometidos pelas diferentes formas clinicas da hanseniase
apresentaram baixa producdo de IFN-y quando ndo estimulados ou sob estimulo
especifico (ML) quando comparados aos controles saudaveis (Figura 9A). Notamos
gue essa reducdo na producdo dessa citocina esta nos individuos multibacilares
guando nédo estimulados e sob o estimulo por M. leprae quando comparados aos
controles (Figura 9B). Quando analisados intergrupo, percebemos que os controles
saudaveis, apresentam um aumento na producédo de IFN-y na populagédo de células
bright* quando comparados aos linfécitos do perfil dim*. Ao analisarmos a producéo
dessa citocina quando estimuladas com SEB, percebemos que os individuos controles
tiveram seu pico de producéo no 3° dia, pelas células T CD8™*: e ja nos pacientes,
observamos que os linfécitos T CD8%™* apresentam aumento na producdo de IFN-
y do 1° ao 5° dia de cultura (Figura 9B). Dessa forma, os linfocitos T CD8Y9™* parecem
direcionar o perfil de producdo de IFN-y nos individuos das formas paucibacilares,

enguanto os T CD8"9"* sj0 baixos produtores dessa citocina na hanseniase.
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Figura 9. Cinética de producdo da citocina IFN-y em cultura celular de PBMC sob estimulo

antigénico por M. leprae. A - Classificagdo categorica quando ao acometimento ou ndo da doenga,
NE- poco de células nao estimuladas, SEB- pogo com estimulagdo antigénica por SEB (Staphylococcus
aureus, Enterotoxin Type B) e ML- po¢co com estimulacéo por M. leprae irradiado. Onde HC- controle
saudavel e MH- individuos acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. B -
Classificacdo segundo a OMS, HC- controles saudaveis, PB- individuos paucibacilares e MB-
individuos multibacilares. Os valores de p, foram usados como: *, onde p<0,05; **= p<0,001 e ***=
p<0,0001. Os dados sao representados como médias de intensidades de fluorescéncias (MIF) £ erro
padrdo da média (SEM) e analisados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn e teste U de Mann Whitney.

A producdao de IL-4 também foi avaliada, e quando analisamos, podemos notar
que os linfécitos TCD8Jm+brightt gpresentam uma reducédo dessa citocina, quando
comparamos os individuos acometidos com a hanseniase e controles saudaveis, tanto
sob estimulo especifico (ML) ou sem estimulo (Figura 10A). Observamos ainda que
os individuos das formas multibacilares, mostraram ser o grupo de menor producdo
dessa citocina, tanto quando néo estimuladas ou sob estimulo especifico (ML) (Figura
10B). E podemos também observar no 1° dia de cultura que essa reducdo da
producéo de IL-4 que também se mostrou nos linfécitos TCD8P9"*  porém de forma
menos discrepante nos individuos acometidos pela doenca, ou nas formas

multibacilares, quando comparados aos controles saudaveis, sob estimulo por ML
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(Figura 10B). Quando avaliamos intergrupos, percebemos maior producgéao de IL-4
nos individuos controles saudaveis, quando estimulados por ML no 1° e 3° dias de
cultura, no perfil de célula T CD8P9"* quando comparados com T CD8Y™* A mesma
resposta ocorre nos individuos quanto ao estimulo ndo especifico por SEB, em que 0
perfil de células T CD8P"9"* também se mantém como maior produtor de IL-4 quando
comparados com os T CD8Y™* porém isso acontece nos pacientes das formas
paucibacilares (Figura 10B). Logo, o perfil de linfécitos T CD8Pright* produz maiores
niveis de IL-4 durante os dias de cultura nos individuos acometidos por hanseniase,
no polo multibacilar da doenca.
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Figura 10. Cinética de producdo da citocina IL-4 em cultura celular de PBMC sob estimulo
antigénico por M. leprae. A - Classificacdo categ6rica quando ao acometimento ou ndo da doenca,
NE- poco de células nédo estimuladas, SEB- pogo com estimulagdo antigénica por SEB (Staphylococcus
aureus, Enterotoxin Type B) e ML- pogo com estimulagdo por M. leprae irradiado. Onde HC- controle
saudavel e MH- individuos acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. B -
Classificacdo segundo a OMS, HC- controles saudaveis, PB- individuos paucibacilares e MB-
individuos multibacilares. Os valores de p, foram usados como: *, onde p<0,05; **= p<0,001 e ***=
p<0,0001. Os dados séo representados como médias de intensidades de fluorescéncias (MIF) £ erro

padrdo da média (SEM) e analisados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn e teste U de Mann Whitney.
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A producdo de IL-10 mostrou-se diminuida no 1° e 3° dias somente nos
linfécitos TCD8P19h* quando estimulados por M. leprae de individuos acometidos com
hanseniase, quando comparados aos controles saudaveis (Figura 11A) e no 5° dia
guando nao estimulados; e essa reducao foi observada nas formas multibacilares no
1° e 3° dias de cultura, quando comparados aos controles saudaveis (Figura 11B).
Porém quando avaliamos os grupos de linfocitos dim+ versus os bright+, podemos
perceber que os linfécitos T CD8Y™* apresentam uma producéo de IL-10 maior no 3°
dia de cultura do que o perfil CD89"* porém esse aumento ndo é especifico ao
estimulo, ja que ao olharmos o mesmo dia com estimulo de SEB, também podemos
inferir que houve um aumento na producdo de IL-10 quando sob esse estimulo
antigénico. Contudo podemos observar uma leve tendéncia de elevacéo dos niveis de
IL-10 nos individuos acometidos por hanseniase com formas multibacilares
comparados aos controles e aqueles com formas paucibacilares, quando sem
estimulo no 1° e 3° dias nos linfécitos TCD8Y™ e de mesmo modo no 1° dia nos
linfécitos TCD8PM9"* (Figura 11A e B). Dessa forma, existe um nivel basal de
producdo de IL-10 nos linfocitos T CD8Y9™* o que precisa ser avaliado com uma
guantidade de pacientes maior, para que o poder estatistico possa aumentar e efetivar

essa tendéncia em producéo de IL-10 por esse perfil de células.
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Figura 11. Cinética de producdo da citocina IL-10 em cultura celular de PBMC sob estimulo
antigénico por M. leprae. A - Classificagdo categorica quando ao acometimento ou ndo da doenga,
NE- poco de células nao estimuladas, SEB- pogo com estimulagdo antigénica por SEB (Staphylococcus
aureus, Enterotoxin Type B) e ML- po¢co com estimulacéo por M. leprae irradiado. Onde HC- controle
saudavel e MH- individuos acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. B -
Classificacdo segundo a OMS, HC- controles saudaveis, PB- individuos paucibacilares e MB-
individuos multibacilares. Os valores de p, foram usados como: *, onde p<0,05; **= p<0,001 e ***=
p<0,0001. Os dados sao representados como médias de intensidades de fluorescéncias (MIF) £ erro
padrdo da média (SEM) e analisados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn e teste U de Mann Whitney.

6.6 Analises da cinética de producao de granulos intracelulares por células
TCDagdim+hbright+ de pacientes com hanseniase estimulados por M. leprae.

Os granulos citotéxicos produzidos foram avaliados em termos de percentual
de células TCD8* que expressam e de quantidade de proteinas intracelulares
produzidas em cada subpopulacdo desses linfécitos sob diferentes estimulos
antigénicos. Podemos perceber que o percentual de linfocitos T CD8Y™* que
expressam granzima B, apresentam um aumento em relagdo aos linfocitos T CD8bright
no 1° e 3° dias, quando ndo estdo sob estimulos antigénicos (Figura 12A). Ao

analisarmos a quantidade desses granulos intracelulares nessa mesma subpopulagéo
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de linfécito (T CD8Y™*), observamos que no 5° dia de cultura, sob estimulo especifico
(ML), os pacientes acometidos pelas diferentes formas clinicas da hanseniase,
apresentam um aumento na quantidade de granzima B quando comparados aos
controles saudéaveis (Figura 12B). Ao avaliarmos o estimulo inespecifico (SEB)
observamos que tanto nos linfocitos T CD8YM* e CD8P19h* apresentam seu pico de
producdo de granzima B no 3° dia de cultura sob este estimulo (Figura 12). Dessa
forma, podemos entender que os linfécitos TCD8Y™* apresentam o perfil de expressédo
de granzima B no espectro da hanseniase; e os TCD8P9"* nio exibem essa
caracteristica na doenca.
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Figura 12. Expresséo e producéo de granzima B nos linfécitos T CD89m+bright* em cultura celular
sob estimulo antigénico por M. leprae. A - Porcentagem de linfécitos T CD8dm* e T CD8Pright+ que
produzem granzima B. B - MIF de granzima B sobre os linfocitos T CD8%m+e T CD8ght*, Classificagdo
categorica quando ao acometimento ou ndo da doenca, HC- controle saudavel e MH- individuos
acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. NE- pogo sem estimulo, SEB-
poco com estimulo por SEB e ML- pogo com estimulo por M. leprae irradiado. Os dados séo
representados como médias de intensidades de fluorescéncias + erro padrdo da média (SEM) e
analisados usando o teste estatistico U de Mann Whitney.
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Ao analisarmos o perfil de producéo de perforina nos perfis de linfocitos T CD8%™* e T
CD8Pright* gphservamos que nédo ha diferenca estatistica sobre o niimero de células que
expressao esse granulo durante os dias de cultura com estimulacdo antigénica por
SEB ou ML (Figura 13A). Porém ao avaliarmos a quantidade de producéo de perforina
nos perfis de linfécitos T CD8YM™ e T CD8Proht* gbservarmos que o média de
intensidade de fluorececéncia (MIF) do perfil de célula T CD8%™* dos individuos
controles saudaveis e das diferentes formas clinicas da hanseniase apresentaram um
aumento em relacdo ao perfil T CD8PM9"™ no 1° dia de cultura, quando n&o
estimulados; e ja no 3° dia somente os individuos acometidos pela doenca,
apresentaram essa elevacdo na producdo de perforina nos linfocitos T CD8dm+
comparados aos linfécitos T CD819"* quando ndo estimulados (Figura 13B). Além
disso, podemos também notar que o perfil de células T CD8%™* tendem a aumentar a
producdo desse granulo ao longo dos dias de cultura e o perfil T CD8"9"* em diminuir
e s6 voltar a aumentar no 5° dia, quando estimulados por ML. Quando observamos a
producdo de perforina sob estimulo por SEB, podemos perceber que o pico de
producdo da mesma, se deu no 3° dia do perfil T CD8Y™* e 5° dia no perfil T CDgbright+
(Figura 13B). Esses dados mostram que o perfil de célula T CD8Y™* esta atrelado a
producdo de granulos citotoxicos na hanseniase, enquanto o perfil T CD8gPright
apresenta baixa producédo de perforina.
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Figura 13. Expressdo e producéo de perforina nos linfécitos T CD8%m*Pright em cultura celular
sob estimulo antigénico por M. leprae. A - Porcentagem de linfécitos T CD8dm* e T CD8Pright+ que
produzem perforina. B - MIF de perforina sobre os linfécitos T CD84m+ e T CD8Pignt+, Classificagdo
categoérica quando ao acometimento ou ndo da doenga, HC- controle saudavel e MH- individuos
acometidos com os diferentes tipos de formas clinicas da hanseniase. NE- poco sem estimulo, SEB-
po¢co com estimulo por SEB e ML- pogo com estimulo por M. leprae irradiado. Os dados séo
representados como médias de intensidades de fluorescéncias + erro padrdo da média (SEM) e
analisados usando o teste estatistico U de Mann Whitney.
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O resumo esquematico apresentado na figura 14, elucida e agrupa nossos
principais achados em relagdo aos perfis de células T CD8gPight+dim+ nog diferentes
individuos acometidos pela hanseniase.

IL-10
Granzima B
Perforina

N
%

Linfocito T
citotoxico
Figura 14. Resumo esquematico dos principais achados relacionados aos perfis de células T

CDagPright+dim* ngs individuos acometidos pela hanseniase, destacando as diferencas observadas
entre os grupos paucibacilares e multibacilares.
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7. DISCUSSAO

No nosso estudo, observamos linfécitos T CD8"9"* e CD8YM* em pacientes
com hanseniase, com a porcentagem delas variando entre as formas clinicas da
doenca. Adicionalmente, as células T CD8Y™* parecem dirigir o espectro de gravidade
da doenca, ja que a porcentagem dessas células esta aumentada nos casos
multibacilares (Figura 5). Na literatura as células CD89"* foram relatadas como
apresentando uma maior capacidade de controlar a viremia do HIV em comparacao
com as células CD8Y™* (ELLER et al., 2016). Além disso, as células T CD8Y™* foram
associadas a carga viral do HIV, significando que uma maior carga viral correspondia
a uma quantidade aumentada dessas células (ELLER et al., 2016). Subpopulacdes
de células T CD8YM* também foram documentadas com um papel em mecanismos
gue inibem a resposta imune celular ou nas estratégias de evasdo dos
microrganismos durante a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
(GEBHARD et al., 1999). Outro estudo mostrou células T CD89™* na infeccdo por
esporotricose em gatos, onde o0s niveis elevados dessas células foram
correlacionados com uma maior carga fungica, indicando também que esse grupo de
células esta associada a falta de controle sobre a esporotricose e a gravidade da
condicao clinica (MIRANDA et al., 2013; MIRANDA et al., 2016). No entanto, em
nossos dados, essa exposicao prolongada ao antigeno ndo pode ser correlacionada
a carga bacteriana, uma vez que os dois polos da doenca podem ter uma alta
frequéncia de células T CD8Y™* mesmo com baixa carga bacteriana (Figura 6). Dado
isso, pensamos que essas células podem ser influenciadas por outros mecanismos
imunolégicos, como a idade do individuo e a senescéncia celular natural em resposta
a infeccao por M. leprae.

Um outro exemplo é o aumento das células T CD89™ circulantes entre
pacientes com HBV crénico, em que pacientes com maior duracdo da doenca tendem
a exibir uma maior frequéncia de células T CD8Y™* (OUYANG et al., 2013). Essas
células exibem sensibilidade reduzida ao antigeno e possuem a capacidade de inibir
a responsividade de suas contrapartes CD89"* potencialmente alcancada através
da producédo de TGF-B (MAILE et al., 2006). No estudo de CLUTTON e colaboradores
em 2022, as células T CD8Y™* foram associadas a uma frequéncia aumentada, sinais
de senescéncia (CD57) e alteracBes mitocondriais em individuos afetados pelo HIV
sob terapia antirretroviral (CLUTTON et al., 2022). Nossos dados indicam que a

populagdo expandida de células T CD8Y™ est4d associada ao polo MB e ndo
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apresenta relagdo com pacientes idosos (E) (Figuras 5 e 7), sugerindo uma
populacéo celular ineficaz no controle da infeccdo por M. leprae. Essa ineficiéncia
pode estar ligada a mecanismos associados a senescéncia das células CD8, anergia
do sistema imunolégico e ao processo de envelhecimento no contexto da infecgéo.

Assim, a funcéo citotoxica das células T CD8* poderia estar ligada a populacéo
de células CD8Po"*  enquanto as células CD8Y™ poderiam apresentar uma
funcionalidade comprometida em relacéo a producao de citocinas pro-inflamatorias e
citotoxicidade. Essas descobertas podem direcionar para outros mecanismos pelos
quais patdgenos intracelulares manipulam a resposta imune do hospedeiro para
melhorar sua sobrevivéncia e proliferacdo dentro das células hospedeiras.

O processo de envelhecimento leva a indmeras adaptacfes nos sistemas
imunoldgicos inato e adaptativo, resultando em uma resposta vacinal reduzida, maior
suscetibilidade a infeccbes e uma maior incidéncia de céancer (MCELHANEY;
EFFROS, 2009). Embora essas alteracbes estejam relacionadas as respostas
imunolégicas mediadas por células T, os mecanismos pelos quais aumentam a
suscetibilidade a doencas infecciosas permanecem desconhecidos (HAKIM; GRESS,
2007). Esses fatores foram investigados recentemente em individuos idosos afetados
pelainfeccédo por SARS-CoV-2 (CUNHA et al., 2020). Embora M. leprae possa infectar
muitas pessoas, apenas uma minoria desenvolve a doenca (SCOLLARD et al., 2006),
os fatores por tras do inicio tardio da doenca associado as mudancas nas
subpopulacdes de linfécitos T permanecem obscuros. Em nossos dados,
encontramos uma predominancia de formas multibacilares (76,8%) sobre formas
paucibacilares (23,2%) da doenc¢a, com uma notavel preponderancia da forma clinica
dimorfica (56,6%) (Tabela 1). Esta descoberta é consistente com o estudo de Vieira e
colaboradores em 2014, que relataram em seu estudo uma maior prevaléncia da
forma dimorfica em todas as faixas etéarias, correspondendo a 42,2% dos casos.

A maior prevaléncia da hanseniase MB em homens ja foi descrita
anteriormente, mostrando um aumento progressivo com a idade (OLIVEIRA et al.,
2009; NOBRE et al., 2017). Modelos experimentais de patdégenos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis (SNIDER et al., 2009), Leishmania (BINI et al., 2014) e
Paracoccidioides brasiliensis (PINZAN et al., 2010) mostraram que a testosterona
pode elevar os niveis de citocinas anti-inflamatérias Th2, como IL-10 e IL-4, enquanto
0 estrogénio induz uma resposta Thl, incluindo IL-2 e IFN-y. Essas descobertas
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podem explicar a maior suscetibilidade dos homens ao desenvolvimento da forma
multibacilar (65,21%) da hanseniase em nossos dados (Tabela 1).

O TNF-a é um mediador proé-inflamatério potente, capaz de amplificar a
resposta litica contra patdégenos e promover a producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, desempenhando um papel crucial na defesa imunolégica (DE
LIMA SILVEIRA et al., 2015). Em nossos resultados observamos que individuos das
formas paucibacilares, sem estimulo apresentam niveis elevados de TNF-a sobre os
linfécitos TCD8Y™* quando comparados aos das formas multibacilares (Figura 8B), e
0 aumento dessa citocina ja foi reportado na literatura, uma vez que os pacientes
diagnosticados com a forma tuberculoide da hanseniase apresentam uma elevacao
de producéo nos niveis de TNF-a (DE LIMA SILVEIRA et al., 2015), o que evidencia
0 papel dessa citocina na resposta imunolégica pro-inflamatéria caracteristica dessa
manifestacdo clinica. Ao contrario do observado nos individuos das formas
multibacilares, os quais apresentaram baixa producédo de TNF-a tanto nos linfécitos T
CD84™m* quando nos CD8P9"* (Figura 8B).

A presenca de IFN-y € absolutamente essencial no combate as infecgbes por
micobactérias, devido a sua capacidade de regular diversas fungdes protetoras e de
sustentar a atividade das células T CD4* e CD8* (GREEN; DIFAZIO; FLYNN, 2013).
Em nossos resultados, observamos que o pico de producéo de IFN-y intracelular se
deu no 1° dia de cultura (Figura 9B), onde os individuos com hanseniase, sendo das
formas multibacilares, apresentam uma reducdo na producdo de IFN-y, e 0s
paucibacilares um aumento na producdo dessa citocina, o que € similar a literatura
(YAMAMURA et al.,, 1991). Em pacientes paucibacilares, ha uma expressao
predominante de IFN tipo Il (IFN-y), o que leva a ativagdo de genes antimicrobianos
gue impedem a propagacédo de micobactérias. Em contraste, pacientes multibacilares
apresentam uma maior ativacdo do IFN-B (TELES et al., 2013). A resposta mediada
por IFN-B pode desencadear a ativacdo de IL-10, dependente de IL-27, um
mecanismo imunossupressor bem documentado na hanseniase, que favorece o
crescimento e a disseminacdo das micobactérias (TELES et al., 2015).
Adicionalmente os linfécitos T CD8Y™* apresentaram reducéo na expressao de IFN-y
nos individuos acometidos por hanseniase (Figura 9) o que leva o curso clinico para
0 polo mais severo da doenca, ja que o IFN-y em outra micobacteriose como a

tuberculose, tem a marca registrada de induzir resposta imune celular e de inflamacgéo
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orquestrada por IFN-y (FLYNN; CHAN, 2001). Uma explicacdo € que a perda de CD8
na superficie dos linfocitos T afeta negativamente a citotoxicidade e a producéo de
IFN-y (KIENZLE et al., 2005).

A citocina IL-4 desempenha um papel central na diferenciacdo das células Th2,
gue sao fundamentais no controle de infec¢cbes por parasitas extracelulares e na
mediacao de respostas alérgicas (PAUL; ZHU, 2010; PAUL, 2015). Além disso, essa
citocina pode induzir a polarizacdo de macréfagos para o perfil M2, contribuindo para
o controle da infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi (WIRTH;
KIERSZENBAUM; ZLOTNIK, 1989). SIELING e colaboradores em 1993, mostraram
gue células T CD8* de pacientes com hanseniase wirchowiana demonstraram a
capacidade de suprimir as respostas de células T CD4*, em parte, por meio da
liberacdo de IL-4. Em nossos resultados, vimos que no primeiro dia de cultura sob
estimulo, as células T CD8Y™* apresentaram uma marcada redugdo na producéo de
IL-4, o que levaria a uma menor diferenciacéo para o perfil Th2 (Figura 10). No estudo
de KIENZLE e colaboradores em 2005, foi demonstrado que células T CD8* naive
possuem a capacidade de diferenciar-se em células T CD8%™* e que ha probabilidade
dessa escolha ser modulada por citocinas como a IL-4, ou até mesmo pela exposicéo
a antigenos. Em camundongos cronicamente infectados com Trypanosoma cruzi, a
maioria das células T CD8 especificas para o parasita apresentou reducdo na
expressado de CD8 e TCR na superficie (GRISOTTO et al., 2001). Da mesma forma,
células T CD8Y™ foram detectadas no baco de camundongos infectados com
Echinococcus multilocularis (KIZAKI et al., 1991). Sendo assim esses estudos indicam
gue infecc¢des cronicas e a persisténcia de antigenos sao fatores relevantes para a
diferenciacdo de células T CD8Y™* j4 que na hanseniase, os individuos das formas
multibacilares apresentam muitos bacilos nas lesdes, logo a persisténcia do antigeno
estaria contribuindo para essa polarizacdo em células do perfil dim*.

Os linfécitos T CD8PMd"* gpresentam uma leve tendencia em produzir niveis
mais elevados de IL-4 (Figura 10B), e essas células se apresentam em redugcdo nos
individuos multibacilares, o que poderia também esta atrelado ao fato da doenca
nesse polo ter muitos bacilos nas lesdes, e 0 microambiente da cultura, estaria
simulando a condi¢cdo de exposicao sucessivas por dias de cultura ou até mesmo as
células apresentarem uma anergia. Ja que esse processo 0corre, pois, a progressao
da hanseniase na forma lepromatosa (LL) esta associada a um comprometimento da

resposta imunolégica do hospedeiro, decorrente de mecanismos ainda néo totalmente
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elucidados, culminando na anergia celular especifica direcionada ao Mycobacterium
leprae (ROJAS-ESPINOSA, 2007); e nessa forma a anergia parece estar associada a
ativacao por componentes microbianos e ao comprometimento das vias responsaveis
pela producdo de IL-2, uma citocina essencial para a proliferacéo de células T. Em
contraste, a anergia ndo é observada na forma tuberculoide , caracterizada por uma
evolucdo menos agressiva da doenca e, em muitos casos, regressdo espontanea
(DAGUR et al., 2010; DAGUR et al., 2012).

Ao avaliarmos a producédo de IL-10, percebemos que a reducdo de IL-10
guando as células sdo estimuladas por M. leprae poderiam influenciar na expressao
de TLRs, o que pode levar a uma menor contencdo da infeccdo e influencie na
progressao da doenca, o que foi mostrado por KRUTZIK e colaboradores em 2003,
onde o tipo de perfil de citocina, seja Thl ou Th2 influencia no grau de ativacao de
TLRs em células dendriticas e mondcitos nas lesdes de individuos acometidos por
hanseniase. No nosso trabalho, as citocinas produzidas pelos linfécitos T CD8Pright e
CD8Ym que sdo células que apresentam receptores do tipo toll, nos individuos das
formas multibacilares, apresentam uma tendencia de niveis mais altos de IL-10 basal
(Figura 11) e quando estimulados por 5 dias, aumentam a expresséo dessa citocina
(Figura 11A), esse perfil pode estar direcionando a infec¢do para o polo mais severo
da doenca, jA que TLR1-TLR2 sédo inibidos por IL-10, e esse tipo de receptor
reconhece lipopeptideos bacterianos e impulsiona uma resposta anti-inflamatéria que
sustenta a infeccdo, reduzindo a inflamacéo e a geracdo de imunidade adaptativa,
fornecendo assim um nicho para a sobrevivéncia e persisténcia do patégeno
(TAKEUCHI et al.,, 2002 e CYKTOR; TURNER, 2011). A secrecdo de IL-10
desempenha um papel crucial na modulacdo da resposta inflamatoria, reduzindo
diretamente a producgéo de TNF e, consequentemente, minimizando a inflamagéo e a
morte celular associada. Esse mecanismo tem sido observado em infec¢des por
diversos patdgenos, como Toxoplasma gondii (GAZZINELLI et al.,, 1996) e
Trypanosoma cruzi (HOLSCHER et al., 2000). Em condices normais, essas
infeccbes promovem um aumento na producdo de TNF e quimiocinas, levando ao
recrutamento de neutréfilos e a morte celular por apoptose ou necrose. No entanto,
sem a modulacdo exercida pela IL-10, esses processos podem resultar em danos
teciduais severos (CYKTOR; TURNER, 2011). Em nossos resultados, na presenca de
IL-10, os linfécitos T CD8Pg"* @ CD8Y™* apresentam uma baixa producdo de TNF

nos individuos acometidos por hanseniase e do grupo multibacilar (Figura 8), o que
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estaria levando a uma resposta pro polo anti-inflamatério e deixando de exercer sua
funcdo de induzir morte celular mediada por TNF, deixando assim de conter a
disseminacao do bacilo e levando a danos nas lesdes de individuos acometidos por

M. leprae.

As granzimas sao serina-proteases presentes na forma de granulos citotéxicos.
Os linfocitos T CD8* (citotdxicos) e as células NK sao conhecidos por sua capacidade
de producao de granzimas. Essas células utilizam a via perforina/granzima como um
dos principais mecanismos para eliminar células infectadas por patégenos e células
tumorais (GROSSMAN et al., 2004). Um dos mecanismos que elas desempenham &
papel crucial no processo de apoptose, sendo responsavel pela fragmentacdo do
DNA, um marcador caracteristico dessa via de morte celular. Um estudo envolvendo
a purificacdo da granzima B nativa de células natural killer (NK) de ratos
demonstraram que essa protease, ao ser transportada pela perforina, induz
efetivamente a fragmentacdo do DNA nas células-alvo (SHI et al., 1992). Essa funcdo
apoptética foi confirmada para as variantes humana e murina da granzima B,
utilizando tanto a forma nativa quanto a recombinante da protease, entregues as
células-alvo pela perforina; esse mecanismo ocorre durante a exocitose simultanea
da perforina e da granzima, quando o linfocito citotéxico estabelece um conjugado
funcional com a célula-alvo (CULLEN et al., 2007; KAISERMAN et al., 2006 e
SUTTON et al.,, 2000). Na nossa pesquisa os linfocitos T CD8Y™* apresentaram
variacado no numero de células que expressam granzima B e na producgéo de perforina
(Figura 12 e 13), esse resultado inédito surpreende pois os individuos que néo
conseguem conter a infeccdo e desenvolvem a hanseniase, estdo produzindo mais
granulos citotéxicos, do que os pacientes com a forma paucibacilar. Na literatura, esse
aumento de grazima B por exemplo, se da pelas CTLs adquirem maior expressao da
proteina granzima B em condi¢cdes pro-inflamatérias, sugerindo um possivel
mecanismo para a regulacao positiva da funcao citotéxica (MELLOR-HEINEKE et al.,
2013), coincidentemente com a producao de granzimas na nossa pesquisa o perfil T
CD8"m* apresenta maiores producdes de TNF-a e IFN-y no 1° dia de cultura (Figura
8 e 9), 0 que pode estar contribuindo para a elevacdo da expressdo desse granulo
citotoxico. Porém, ndo ha um controle do curso clinico da doenc¢a, uma vez que as
funcbes dessas serino-proteases ndo estariam acontecendo ou ndo de forma
suficiente, como por exemplo a indugao de apoptose, e consequentemente o controle
da infeccao e espraiamento do bacilo, além disso esse grupo de células é aumentado
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durante a infeccdo por M. leprae nos individuos multibacilares (Figura 5), que
apresentam muitos bacilos nas les6es. No estudo de KIENZLE e colaboradores em
2005, a proliferacdo do perfil de células T CD8Y™ se mostrou efetiva, quando na
presenca de IL-2, IL-4 e anti-IFN-y, o que gerava células com baixa expressao de
granulos citotoxicos como perforina, ganzima B e C. Entretanto neste estudo
observamos que o numero de células produtoras de granzima B e quantidade de
producao de perforina, foi maior nos individuos acometidos com as diferentes formas
clinicas da hanseniase no 1° e 3° dias de cultura, sob essa subpopulacdo T CD8dm*
(Figura 12A e 13B), e tal condicéo pode ter acontecido, ja que ao longo do periodo
de cultura, existe uma baixa producéo de IL-4 nos mesmos individuos (Figura 10A).
Observamos que linfécitos T CD8P"9"* apresentaram baixa producdo dessas
serino-proteases, porém existe elevacao ao longo dos dias de cultura, sendo o 5° dia
para granzima B e 1° dia para a perforina (Figura 12B e 13B), porém nao foi possivel
analisar na perspectiva da OMS, o que seria de grande elucidacdo para poder
entender qual grupo estaria de fato sendo o maior produtor desses granulos nos perfis
de linfécitos T CD8Y™* e CD8P"9"* Durante o curso clinico da infeccdo o aumento de
producédo de granzima B e perforina pelas células bright* pode vir acontecer, uma vez
gue essas células foram apontadas como uma subpopulacdo de células T que em
individuos infectados pelo HIV mostram-se significativamente mais eficazes na
inibicdo da replicacéo viral, destacando seu papel central na resposta imunoldgica
contra o virus (ELLER et al., 2016). Os individuos desta pesquisa com as formas mais
severas da doenca, apresentam uma reduc&do no niimero desses linfécitos TCD8briaht*
(Figura 5), e levando em consideracao que esse perfil pode no decorrer dos dias se
tornar o produtor de granzima B e perforina, levaria esses individuos a terem um
comprometimento da funcé&o de promover a morte das células infectadas, ja que eles
perdem essa subpopulacdo quando possuem as formas severas da hanseniase, 0
gue agravaria mais a doenca, e a ndo depuracédo de células infectadas por M. leprae.
Ao contrario do que acontece com os individuos das formas paucibacilares (Figura
5), os quais apresentam um aumento de linfécitos T CD8P9"* e estariam assim mais
capazes de conter a infeccdo, dado a esse aumento a longo prazo na expressao
desses granulos citotdxicos, o que direcionaria as formas clinicas mais brandas.

Umas das limitacdes do trabalho é a baixa representabilidade de grupos etarios
distintos, incluindo idosos, o0 que seria uma oportunidade de aprofundar o
conhecimento sobre as relagées entre idade, subpopulagées de linfécitos T CD84M* e
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CD8Y4d"* quanto a producdo de citocinas e granulos citotoxicos. Essa abordagem
permitiria ndo apenas identificar possiveis alteracdes nos padroes desses perfis de
linfécitos, mas também correlaciona-las com a gravidade da doenga ou com seu curso
clinico. Outra limitacdo estd na nado replicacdo do experimento de dosagem de
citocinas e granulos citotoxicos, uma vez que a amostra é toda processada e néo
existia sobra do material para uma possivel replicacdo. E por fim outra limitacdo é a
nao informacao sobre o inicio da doenga nos pacientes, ou seja, o tempo de duragao
da doenca, desde o primeiro sintoma, o que pode inclusive ser um fator determinante

para a senescéncia celular.
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CONCLUSAO

Os pacientes das formas multibacilares apresentam uma reducdo no perfil de
linfécitos T CD8PM9"* e aumento do perfil CD89™*. O que nunca foi mostrado na
hanseniase.

Nossos dados indicam que as células T CD8%™* e as células T CD8PM9"* n&o estdo
associadas a maior carga bacteriana na hanseniase.

A idade nao influencia significativamente as subpopulacées de células T CD8* em
pacientes com hanseniase, uma vez que observamos uma diminuicdo notavel nas
células T CD8P9"* e um aumento nas células T CD8Y™* em individuos idosos das
formas multibacilares da doenca, mas ndo quando desenvolvem as formas
brandas, isso em comparacdo com individuos mais jovens e controles saudaveis.
Essas descobertas sugerem que a infec¢éo por M. leprae direcione essa tendéncia
celular e isso ndo esta relacionado a idade do individuo.

Os Linfécitos T CD8Y™ em pacientes paucibacilares e nas diferentes formas
clinicas da hanseniase estdo envolvidos na producdo de TNF-o e IFN-y,
direcionando a resposta imunoldgica para o polo Thl. No entanto, esses linfécitos
apresentam baixa producdo dessas citocinas e de IL-4 em formas severas da
doenca.

Os Linfécitos T CD8Y™* tendem a ser produtores de IL-10, especialmente em
formas multibacilares da hanseniase, sugerindo um papel na modulagédo de uma
resposta anti-inflamatéria. Além disso, essas células apresentam aumento na
expressao e producao de granulos citotéxicos (granzima B e perforina), associados
a formas severas da hanseniase. Em contraste, linfécitos T CD89"* tém baixa
capacidade de producéo de citocinas IL-10 e expressao de granulos citotoxicos.
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