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Figura 13. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores CR1
sobre a superficie de células TCD4* dos pacientes e individuos saudaveis, baseados no MIF
(média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificacdo categédrica: onde L -
Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s. Os gréficos A, B e C - sao referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre
sua superficie; enquanto graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1
expressos sobre a superficie
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Figura 14. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores
CR1 sobre a superficie de células NKT dos pacientes e individuos saudéaveis, baseados no
MIF (média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificacdo categérica: onde L —
Desenvolvimento da doenga, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis

(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as



formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s. Os gréficos A, B e C - séo referentes a porcentagem de células que expressédo o CR1 sobre
sua superficie; que os graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1
expressos sobre a superficie
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Figura 15. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores
CR1 sobre a superficie de células NK dos pacientes e individuos saudaveis, baseados no MIF
(média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificacdo categorica: onde L —
Desenvolvimento da doenga, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s. Os graficos A, B e C - sdo referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre
sua superficie; enquanto os graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1
expressos sobre a superficie
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Figura 16. Densidade de células que expressam CR1 e expresséo de receptores CR1 baseados
no MIF (média da intensidade de fluorescéncia) sobre a superficie de linfécitos B dos pacientes
e individuos saudaveis. A e D— Classificacdo categérica: onde L — Desenvolvimento da doenca,
HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney; B e E — Classificacdo OMS:
MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico
Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as formas clinicas LL-
Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos
saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. Os gréficos A, B e C -
séo referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre sua superficie; enquanto os
graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1 expressos sobre a
superficie
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Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Figura 19. Index de absorbancia de IgG; sobre a producéo de anticorpos. A — Classificagédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Figura 20. Index de absorbancia de IgG, sobre a producéo de anticorpos. A — Classificagédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenga, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Figura 21: Index de absorbéancia de IgGs sobre a producdo de anticorpos. A — Classificacdo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doencga, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Figura 22. Index de absorbancia de IgGssobre a producado de anticorpos. A — Classificacédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doencga, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Anticorpos monoclonais utilizados para imunofenotipagem por

(o1 (0] 4= 1 1 1= 0 [0 {16 ) (0 AU 40



LISTA DE ABREVIATURAS

B: “Boderline” — Intermediaria

BAAR: Bacilo alcool acido resistente

CAR: “Complement Activation Receptors” — Receptor de Ativacéo de
Complemento

CR1: “Complement Receptor 1” -Receptor do Complemento do tipo 1
D: Dimorfa

DD: Dimorfa- Dimorfa

DT: Dimorfa-Tuberculoide

DV: Dimorfa - Virchowiana

FcyR: Receptor do tipo Fc da superfamilia de imunoglobulinas

HLA: “Human Leukocyte Antigen” - Antigeno Leucocitario Humano

I: Indeterminada

IFN-y: Interferon Gama

IL-10: Interleucina 10

LL: Lepromatoso/Virchowiano

IL-4: Interleucina 4

IL-5: Interleucina 5

MAC: “Membrane Attack Complex” - Complexo de Ataque a Membrana
MB: Multibacilar

OMS: Organizagdo Mundial da Saude

PB: Paucibacilar

PGL-1: Antigeno Glicolipideo Fendlico -1

PQT: Poliquimioterapia

MHC I: “Major Histocompatibility Complex I” - Complexo Principal de
Histocompatibilidade |

MHC IlI: “Major Histocompatibility Complex II” - Complexo Principal de
Histocompatibilidade Il

RAC: Receptores de Ativacdo do Complemento

T y3: Células T gama/delta

TCD4*: Linfocito TCD4*

TCD8"*: Linfocito TCD8*

Thl: Células T Helper do Tipo 1

Th2: Células T Helper do Tipo 2 TT: Tuberculoide

T: Tuberculoide

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa

TNFp: Fator de necrose tumoral beta

V: Virchowiano

VV: Virchowiana

ENH: Eritema nodoso hansénico

MIF: Média de intencidade de fluorescéncia



RESUMO

O receptor do complemento 1 (CR1) pertence a familia de receptores de ativacao
do complemento e possui expressao diferencial em eritrécitos de pacientes
portadores de hanseniase, este fato incentiva o estudo nas demais células do
sistema imune. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao
de CR1 (CD35) na superficie de subpopulacdes de linfocitos, bem como a producéao
de isotipos de imunoglobulinas nas manifestacdes clinicas da hanseniase. Em geral
houve marcada reducéo do percentual de linfocitos totais nos pacientes portadores
de hanseniase (grupo caso), comparado ao controle. Quando as subpopulacdes
foram avaliadas separadamente, constatou-se que esta reducao foi referente aos
percentuais de linfocitos T totais, TCD8*, Tyd, NK e NKT, enquanto que as
subpopulacdes de células T reguladoras tiveram seus percentuais aumentados
significativamente no grupo caso. Em relacdo ao numero de células expressando
CR1 na superficie, podemos observar que houve reducao significativa somente no
percentual de células B de pacientes portadores de hanseniase, enquanto o
percentual de células NKT e NK expressando esse receptor foi significativamente
elevado nos pacientes comparado ao controle. No que diz respeito a densidade
molecular de CR1 na superficie dessas subpopulacdes celulares, observamos que
todas as subpopulacbes marcadas com anti-CD35 (TCD8*, TCD4* e B)
apresentaram diminuicdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) nos
individuos portadores da hanseniase comparado aos controles. Contrariamente,
células NKT de pacientes apresentaram MIF para CR1 significativamente
aumentada em sua superficie. Uma vez que as células B apresentaram diferenca
significativa, ou seja, reduzida quantidade de expresséo e densidade molecular de
CR1, avaliamos os efeitos destes na producéo de isotipos de imunoglobulinas. Os
niveis séricos de IgE, 1gG1 e IgG2 apresentaram-se diminuidos no grupo dos
pacientes comparado aos controles, enquanto IgG4 apresentou-se aumentado o
gue se associa a progressao da doenca. Em concluséo este trabalho propée CR1
como uma assinatura imunolégica de valor progndstico para hanseniase, bem

como indica lgGs, como marcador de progresséo da doenca.

Palavras-chave: CR1, imunoglobulinas, hanseniase, Mycobacterium leprae,

linfocitos.



ABSTRACT

Complement 1 receptor (CR1) belongs to the complement activation receptor family
and has differential expression in erythrocytes of Hansen’s disease, this fact
encourages the study in other cells of the immune system. In this sense, this study
aimed to evaluate the expression of CR1 (CD35) on the surface of lymphocyte
subpopulations, as well as the production of immunoglobulin isotypes in the clinical
manifestations of leprosy. In general, there was a marked reduction in the
percentage of total lymphocytes in leprosy patients (case group), compared to the
control group. When the subpopulations were evaluated separately, it was found
that this reduction was related to the percentages of total T lymphocytes, TCD8*,
Tyd NK and NKT, while the regulatory T-cell subpopulations had their percentages
significantly increased in the case group. Regarding the number of cells expressing
CR1 on the surface, it was observed that there was a significant reduction only in
the percentage of B cells of leprosy patients, while the percentage of NKT and NK
cells expressing this receptor was significantly high elevated in patients compared
to the control. With respect to the molecular density of CR1 on the surface of these
cell subpopulations, we observed for all subpopulations marked with anti-CD35
(TCD8+, TCD4+ and B) showed a decrease in the mean fluorescence intensity
(MIF) in leprosy patients compared to controls. Conversely, NKT cells of patients
presented MIF for CR1 significantly increased on their surface. The B cells showed
significant difference, reduced amount of expression and molecular density of CR1,
we evaluated their effects on the production of immunoglobulin isotypes. Serum
levels of IgE, 1gG1 and IgG2 were decreased in the group of patients compared to
controls, while 1IgG4 was increased, which is associated with disease progression.
In conclusion, this paper proposes CR1 as an immunological signature of prognostic

value for leprosy, as well as indicates IgG4 as a marker of disease progression.

Keywords: CR1, immunoglobulins, Mycobacterium leprae, leprosy and

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
infeccdo leva a perda de sensibilidade, inervacéo, lesao intraepidérmica e
lesbes associadas a perda de mielina nas células de Schwann (FACER,
2000). A hanseniase permanece como um problema de saude publica no
Brasil, mesmo apos a introducéo do tratamento poliquimioterapico (PQT) e
ainda se dissemina mundialmente (BRITTON; LOCKWOOD, 2004,
SCOLLARD et al., 2006; WHO, 2015).

A doenca apresenta baixa letalidade e mortalidade, podendo ocorrer em
qualquer idade, raca ou género. Nota-se relacdo entre endemicidade e
baixos indices de desenvolvimento humano (Ministério da saude, 2010).
Além dos agravantes inerentes a qualquer doenca de origem
socioeconbmica, ressalta-se a repercussdo psicolégica que pode ser
ocasionada pelas sequelas fisicas da doenca, ajudando para a diminui¢éo
da autoestima e para a auto-segregacao 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; CARON; SHIWAKU,
1993), onde apOs anos mais tarde, seria criado o primeiro lazareto, local
destinado a abrigar os doentes de Lazaro, lazarentos ou leprosos (BRASIL,
1989). A taxa de prevaléncia da doenga no Brasil é bastante variavel, ou
seja, ocorre de forma desigual por todo o territério e acompanha a
desigualdade socioeconémica regional. Analises dos indicadores por
macrorregido mostraram que as regides Centro-Oeste (37,27/100 mil
habitantes) e Norte (34,26/100 mil habitantes) apresentaram as maiores
taxas médias de deteccao 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; CARON; SHIWAKU,
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 Organizagdo Mundial de Saude, que preconiza uma
taxa menor do que 1:10mill caso/habitantes (OPS/OMS,2001).

18



A cidade de Campos dos Goytacazes em 2014 apresentou uma taxa de
deteccdo de 14,1 casos para cada 100.000 habitantes (Secretaria de Estado de
Saude do Rio de Janeiro, 2014). No ano de 2017, foram notificados 48 casos de
hanseniase por 100 mil habitantes (DATASUS, 2018). O estudo de Batista em
2011, o qual englobou casos de janeiro de 2008 a setembro de 2010, apontou maior
prevaléncia da hanseniase na regido Norte do municipio, apresentando cerca de
50% dos casos, cujo distrito de Travessédo de Campos foi 0 mais acometido.

De acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling, a doenca possui cinco
formas clinicas baseadas em critérios clinicos, histopatolégicos, imunologicos e
baciloscopicos: dimorfa-tuberculoide, dimorfa-virchowiana, dimorfa-dimorfa,
tuberculoide e virchowiana (lepromatosa) (RIDLEY; JOPLING, 1966). O estagio
inicial de infeccao é referida como a forma indeterminada. A Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) por sua vez classifica pacientes como multibacilar (MB) ou
paucibacilar (PB) para fins de tratamento. Essas classificacdes sao feitas com base
na identificacdo dos bacilos e no nimero de lesdes que se apresentam na pele do
individuo. A baciloscopia nem sempre € possivel. Dessa forma, de acordo com a
OMS, o numero de lesBes pode e devera ser usado para classificar os pacientes
em trés grupos: hanseniase paucibacilar Unica (uma lesdo cutanea), hanseniase
paucibacilar (duas a cinco lesGes 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)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998; c2016 e PARDILLO et al., 2007).

Como ndo ha prevencao priméria para a hanseniase, isto €, ndo existe uma
vacina contra a doenca, é consenso que a poliquimioterapia constitui-se atualmente
como a principal estratégia para interromper a cadeia de transmissao de M. leprae
e eliminar a hanseniase como problema de saude publica mundial. A OMS em 1981
introduziu a quimioterapia combinada com trés farmacos, conhecida como
poliquimioterapia (PQT/OMS), que consiste no uso das trés farmacos: Dapsona
(DDS), Clofazimina (CFZ) e Rifampicina (RMP) por seis meses para formas PB e
de doze meses para os casos MB (MS/SVS, 2016). 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).
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A hanseniase apresenta diversas -caracteristicas clinicas que sé&o
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
polarizacéo para uma resposta do tipo Thl, caracterizada pela producao de IFN-y,
que induz a ativacao de linfocitos T CD8*, macréfagos e mecanismos bactericidas
que controlam o crescimento de M. leprae, a qual € 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 producao de IL-4 e predominantemente ativacao
de linfécitos B, permitindo assim a evasdo do bacilo, levando a uma resposta
protetora deficiente, e, consequentemente acarretando no quadro de infec¢éo
cronica (YANG et al., 2016; PARK et al., 2016). Na forma dimorfa, os pacientes
exibem caracteristicas imunolégicas e histopatoldgicas que variam entre as formas
tuberculoide e lepromatosa, ou seja, existem os dois tipos de resposta (Thl e Th2)
concomitante (DE SOUSA Jr; SOTTO; SIMOES QUARESMA, 2017).

Um estudo de Dwyer; Bullock; Filds (1973) demonstrou uma diminui¢cdo no
namero de linfécitos T no sangue periférico de individuos acometidos por diferentes
formas clinicas da hanseniase, similares resultados foram encontrados por Gajl-
Peczalsket al. (1973).

Atualmente, testes que usam quantificar a producdo de anticorpos
especificos contra um alvo antigénico pode ser util como marcador para carga
bacteriana na hanseniase. Testes que detectam determinadas classes de
anticorpos podem potencialmente permitir uma avaliagdo mais ampla da resposta
imune durante a infeccao e, proporcionar uma alternativa diagnéstica, porém testes
sorologicos baseados na deteccéo refinada de subclasses de 1gG (IgG1, IgG2, 1gGs
e 1gGs) contra antigenos especificos de micobactérias ndo foram integralmente
investigados (TANGYE et al., 2013). Recentemente, Marcal e colaboradores (2018)
demonstraram que as imunoglobulinas, das sublasses IgG: e IgGs, estavam com
seus niveis sericos aumentados em pacientes apresentando a forma multibacilar
da doenca, permitindo a diferenciacdo dos pacientes entre os grupos MB e PB
utilizando esses isotipos de anticorpos, mais precisamente IgGi1 contra antigenos
especificos de M. leprae.

O receptor CR1 pertence a familia de reguladores de ativacdo do
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complemento (RAC) sendo expresso em uma ampla variedade de células, tais
como eritrdcitos, monadcitos, eosinodfilos, macrofagos, subpopulacéo de linfocitos T:
CD4* e CD8*, NKT, linfécitos B, células dendriticas, poddcitos glomerulares e
células de Langerhans (WEISS et al., 1989; RODGAARD et al., 1991; FANG et al.,
1998; XINFENG et al., 2014). O CR1 (CD35) é uma glicoproteina integral de
membrana que se liga a C3, C3bi, assim como a C4b durante a cascata do
complemento (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001). Esse receptor possui
diversas propriedades regulatoérias para o funcionamento do sistema complemento,
haja vista acelerar o decaimento de C3, clivando enzimas tanto das vias classica
guanto alternativa, e agir como cofator para o Fator | na degradacéo da cadeia alfa
de fragmentos de C3b e C4b, convertendo-os para as suas formas inativas
(XINFENG et al., 2014).

Outra importante funcdo do receptor CR1 é auxiliar na remocdo de
imunocomplexos, uma vez que esses receptores presentes na superficie das
hemécias sdo capazes de se ligar a imunocomplexos opsonizados de C3b/C4b
(YOSHIDA; YUKIYAMA; MIYAMOTO, 1986) e ancora-los a superficie das
hemacias. Esses complexos imunes sao carreados pelas heméacias aos
macrofagos do figado e baco (COSIO et al., 1990; CRAIG et al., 2002). As células
de Kupffer e outros fagoécitos presentes nestes dois 6rgdos englobam e
metabolizam esses complexos imunes que foram carreados pelas hemacias (VAN
ES; DAHA, 1984; SKOGH et al., 1985).

Como na literatura os dados referentes ao percentual de linfocitos presentes
no em sangue periférico, assim como 0s niveis séricos de subclasses de
imunoglobulinas de individuo acometidos por hanseniase sdo escassos, e dado o0s
avancos na medicina com a universalizacdo do PQT, este estudo possibilitou
compreender quais células e imunoglobulinas estdo mais intimamente envolvidas
em cada tipo clinico da hanseniase, assim como propusemos CR1 como uma

assinatura imunoldgica relevante para o manejo clinico adequado desta doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A hanseniase, também conhecida pela designacao de lepra, € uma das mais
antigas doencas que acomete o homem, tendo indicios que mostram que seja
originaria da Asia (JOPLING e McDOUGALL, 1991 e BRASIL, 1989). Porém,
acredita-se que a Africa seja o berco desta doenca (BRASIL, 1989). Ainda hoje,
muitos anos apoés sua descoberta discute-se se a hanseniase € de origem asiatica
ou africana.

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

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa humana de evolugao 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 manifestacbes séo resultantes do tropismo de Mycobacterium leprae (M.
leprae), agente causador da doenca, em acometer células cutdneas 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 nome modificado em virtude da Lei federal de N° 9.010, Art. 1° onde o nome
“‘Lepra” e seus derivados nao 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 doenga apresenta baixa letalidade e mortalidade, podendo ocorrer em
qualquer idade, raca ou género. Nota-se relacdo entre endemicidade e baixos
indices de desenvolvimento humano, e sua notificagdo deve ser de modo
compulsorio e investigacdo obrigatdria (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; SINAN,
2019). A hanseniase representa, ainda hoje, um grave problema de saude publica

no Brasil. Além dos agravantes inerentes a qualquer doenca de origem
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socioeconbmica, ressalta-se a repercussao psicoldgica que pode ser ocasionada
pelas sequelas fisicas da doenca, ajudando para a diminuicdo da autoestima e para
a auto-segregacédo do portador da hanseniase (EIDT, 2000).

No Brasil, os primeiros casos notificados da doenca ocorreram na cidade do
Rio de Janeiro, no ano de 1600 (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 1993), onde
apos 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 territorio (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 1993), encontra-se entre 0,4 a 17
casos por 10 mil habitantes (figural) (BRASIL, 2001).

Taxa de prevaléncia da hanseniase, Brasil

2017
2016
2015
2014
2013
2012
2011
2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2001

M Taxa de prevaléncia

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Figura 1. Grafico das taxas de prevaléncias da hanseniase no Brasil dos anos de
2001/2017. A taxa de prevaléncia baixa: 0,00-1,00; média: 1,01- 5,00 e alta> 5,01(Fonte:
DATASUS).

Em 2017 a taxa de prevaléncia da doenca foi de 1,35 casos para cada 10
mil habitantes, demonstrando que o pais esta préximo de cumprir a meta de menos
de 1 caso para cada 10 mil habitantes estipulada pela OMS. O estado do Rio de
Janeiro apresentou um coeficiente de prevaléncia de 0,60 casos
(DATASUS/SINAN, 2018). Adicionalmente, no mesmo ano a cidade de Campos
dos Goytacazes apresentou uma taxa de deteccdo de casos novos de 8,97
(DATASUS/SINAN, 2018).
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2.3  Caracteristicas clinicas da infec¢cdo por Mycobacterium leprae

Os fagdcitos mononucleares do hospedeiro sdo 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 lesbes que podem ser irreversiveis quando o diagnéstico é tardio
(TEIXERA, 2010).

Se o0 bacilo acometesse somente a pele, a hanseniase néo teria a

importancia que tem na saude publica. Uma vez que acomete o0 sistema nervoso
periférico (terminacdes nervosas livres e troncos nervosos) surgem a perda de
sensibilidade, as atrofias, paresias e paralisias musculares que, se néo
diagnosticadas e tratadas adequadamente, podem evoluir para incapacidades
fisicas permanentes (BRASIL, 2001).
A infeccdo ativa peor Mycobacterium leprae € caracterizada por uma grande
diversificacdo no curso clinico da infec¢do, variando de uma doenca paucibacilar,
na qual poucos bacilos estédo presentes nas lesées, a uma doenca multibacilar, na
gqual uma grande carga bacilar esta presente nas mesmas (GAYLORD e
BRENNAN, 1986).

2.4  Classificacao da doenca quanto as formas clinicas

A doenca foi classificada de acordo com o estado funcional do sistema

imune, proposta por Ridley e Jopling (1966), a qual foi dividida nas seguintes formas
clinicas: indeterminada (I), virchowiana (V), tuberculoide (T), e as formas
intermediarias ou também chamadas de dimorfas como: borderline tuberculoide
(BT), borderline borderline (BB), borderline virchowiana (BV).
A OMS classificou a doenca no sentido operacional visando o tratamento com PQT,
baseando-se no numero de lesBes cutaneas que o individuo apresenta. Os
individuos do grupo paucibacilar sdo categorizados como casos com até cinco
lesGes de pele e engloba os casos das formas tuberculoide e indeterminada; ja os
individuos do grupo multibacilar s&o identificados como casos com mais de cinco
lesdes de pele e agrupam as formas virchowiana e dimorfas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Acrescenta-se a estes, a classificacdo de Madrid (1953) que adotou

critérios de polaridade, baseados nas caracteristicas clinicas da doenca, somados
24



aos aspectos bacteriologicos, imunologicos (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) (Languillon; Carayon, 1986).

2.5 Transmissao 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 (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

Em média, o periodo de incubacao se da de 2 a 7 anos. Entretanto, existem
descricOes de periodos mais curtos, cerca de 7 meses, assim como de periodos
mais longos por volta de 10 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010), para

manifestacéo dos sintomas.

2.6 Diagnostico da hanseniase

O diagndéstico 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 andlise das condicfes e historia epidemiolégica do paciente também é
levada em consideracao. 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 diagnéstico da
hanseniase. Um deles é o teste de sensibilidade térmica, o qual consiste em tocar
sob a pele do paciente tubos, sem que 0 mesmo possua a visualizacdo da
realizacéo do teste, ou seja, 0 mesmo com os olhos vendados. Apos instrucdes, 0s
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 algodao
embebido de éter ou alcool e outro seco, a fim de propiciar o mesmo resultado.
Outro método consiste a 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 realizacdo do teste e apds as orientacbes devera

identificar se 0 que esta tocando a sua pele é a ponta da agulha (sensacao de dor)
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ou a base da agulha LYON & GROSSI IN: ALVES et al., 2014).

Sabe-se que as lesdes 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 injecao
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 avaliacdo clinica, muito util para o
diagnéstico da hanseniase é a baciloscopia, o qual consiste na realizacdo de um
esfregaco proveniente do raspado dérmico de lesdes cutaneas, cotovelos ou
I6bulos 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 baciloscépico (IB) é determinado a
partir da soma dos indices encontrados em cada local da coleta dividido pelo
namero de locais da coleta (TALHARI et al., 2015).

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
associacdo de farmacos, a poliqguimioterapia (PQT/OMS), que contém a
Rifampicina, Dapsona e Clofazimina. A implementacdo da PQT/OMS elimina o
bacilo evitando a evolucédo da doenca, assim como para a transmissdo do bacilo
prevenindo as incapacidades e deformidades por ela causadas, podendo alcancar
a cura, desde que a PQT ocorra em conformidade o6tima. Os farmacos séo
administrados através de esquema padrdo, de acordo com a classificacdo
operacional do doente em paucibacilar, onde se administram as doses de
rifampicina e dapsona e multibacilar, com o acréscimo da clofazimina em periodos
e dosagens especificas para cada grupo. A informacao sobre a classificacao clinica
do doente é fundamental para se selecionar o esquema de tratamento adequado
ao seu caso. Para criangas acometida pela hanseniase, a dose dos medicamentos
do esquema padrdo € ajustada conforme a idade e peso. Ja nos pacientes com

intolerancia a um dos medicamentos do esquema padrdo, séo indicados esquemas
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alternativos. A alta por cura € dada apds a administracdo do numero de doses
preconizadas pelo esquema terapéutico, dentro do prazo recomendado para cada
forma clinica (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.8 Respostas imunolégicas do hospedeiro ao patégeno

A polarizagao da resposta imune (Th1/Th2 tendenciosa) ao Mycobacterium
leprae é reconhecida como o elemento critico para a patogenicidade da
hanseniase, assim como para a manifestacdo das diversas formas clinicas.
Contudo, o desenvolvimento da resposta imune ao M. leprae é um processo
extremamente complexo. (SANDHU et al., 2015).

Uma resposta imune protetora a hanseniase, € considerada dependente de
uma resposta celular predominante por parte do sistema imunoldgico,
especificamente na formacéo de células T-helper 1, as quais podem ativar células
da linhagem monocitéria (macréfagos, células dendriticas e células de Schawnn,
entre outras) possibilitando a eliminag&o 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 macrofagos, a qual apesar de controlar a infec¢cdo 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 0s microrganismos apresentam-
se em grande numero nos macrofagos. Nas formas intermediarias os dois tipos de
respostas podem ser concomitantes (Abulafia e Vignale, 1999).

Existem diferentes espectro clinico, bacteriolégico e histolégico sendo
manifestados em pacientes que desenvolvem a hanseniase, assim como descrito
anteriormente em pacientes com a forma clinica tuberculoide, a histologia do
individuo é caracterizada por grande infiltrado de células T CD4*, formando
granulomas e pouco ou nenhum bacilo detectado nas lesées. Analises de sangue
periférico In vitro de pacientes dessa forma, mostraram um padrdo de resposta
imunoldgica do tipo Th1, na qual ha grande proliferacdo de linfécitos e citocinas do
perfil Thl (interferony — 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
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ao aumento do numero de bacilos presentes nas lesdes, promovendo a supressao
da resposta imune do tipo Thl, polarizando para a resposta imunoldgica do tipo
Th2 com produgéo de citocinas desse perfil (IL-4 e IL-10) (PALERMO et al., 2012;
BRITTON; LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al., 2006).

Na forma virchowiana, a producdo dos antigenos PGL-1 e LAM pelo bacilo,
no interior do macréfago, contribuem para o escape do mesmo a oxidacdo
intramacrofagica, uma vez que estes possuem func¢des supressoras da atividade
de macréfago e favorecem a disseminagdo do mesmo (ARAUJO, 2003).

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 glicolipidio fenélico (PGL-1), antigeno da parede
celular de M. leprae. Na forma virchowiana sdo observados altos titulos de
anticorpos contra PGL-1 podendo ser da classe IgM, IgG e IgE. Porém, a alta
concentracdo desses anticorpos nao implica em protecdo contra os bacilos e os

pacientes infectados apresentam elevada disseminacao bacilar (PORTELA, 2008).

2.9 O Receptor CR1 e suas funcdes

O receptor CR1 pertence a familia de reguladores de ativacdo do
complemento (RAC) e é expresso em uma ampla variedade de células, tais como
eritrcitos, monacitos, eosindfilos, macréfagos, subpopulacdo de células TCD4*,
TCD8*, linfécitos B, células dendriticas, poddcitos glomerulares, leucdcitos e
células de Langerhans (WEISS et al., 1989; RODGAARD et al., 1991; FANG et al.,
1998; XINFENG et al., 2014). O CR1 (CD35) € uma glicoproteina integral de
membrana que se liga a C3, e C3bi, assim como a C4b durante a cascata do
complemento (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001). Esse receptor possui
diversas propriedades regulatérias para o funcionamento do sistema complemento,
haja vista acelerar o decaimento de C3, clivando enzimas tanto das vias classica e
alternativa e agir como cofator para o Fator | na degradacdo da cadeia alfa de
fragmentos de C3b e C4b, convertendo-os para as suas formas inativas (XINFENG
et al., 2014).

Outra importante funcdo do receptor CR1é auxiliar na remocédo de
imunocomplexos, uma vez que esses receptores presentes na superficie das
hemacias sdo capazes de se ligar a imunocomplexos opsonizados de C3b/C4b
(YOSHIDA; YUKIYAMA; MIYAMOTO, 1986) e ancora-los a superficie das
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hemacias. Esses imunocomplexos sao carreados pelas hemacias aos macroéfagos
do figado e baco (COSIO et al., 1990; CRAING et al., 2002). As células de Kupffer
e outros fagocitos presentes nesses 0rgdos, englobam e metabolizam esses
imunocomplexos que foram carreados pelas hemécias (VAN ES; DAHA, 1984 e
SKOGH et al., 1985).

E sabido que CR1 é expresso na superficie de subpopulacdes de linfocitos
T (WILSON; TEDDER; FEARON, 1983; COHEN et al., 1989; RODGAARD et al.,
1991; YASKANIN; THOMPSON; WAXMAN, 1992). Os linfécitos T expressando
CR1 séo encontrados em uma subpopulacéo de linfécitos positiva para o receptor
Fcy. A fracdo de linfécitos T positivos para CR1 em alguns estudos com doadores
saudaveis foi encontrado estar abaixo de 10% (COHEN et al., 1989; RODGAARD
et al., 1991; YASKANIN; THOMPSON; WAXMAN, 1992) e em outro estudo, cerca
de 14% (WILSON; TEDDER; FEARON, 1983). A densidade dos receptores na
superficie dessas células é baixa; cerca de 3.000 receptores/célula T (YASKANIN;
THOMPSON; WAXMAN, 1992). Os linfécitos T expressando CR1 existem tanto em
subpopulacdo de TCD4* como em TCD8*. Além disso, foi demonstrado que
linfocitos T que expressam CR1 sdo maiores e mais granulados comparado aos
linfécitos T em geral, indicando que os linfocitos T positivos para CR1 constituem

uma populacéo recentemente estimulada (RODGAARD et al., 1991).

2.10 Linfécitos T aff

As células T séo responsaveis pela imunidade mediada por células (IMC) /
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) desenvolvida contra microrganismos
intracelulares e extracelulares, como micobacterioses, leishmaniose e outras
doencas. A resposta imune mediada por essas células ocorre através da imunidade
adquirida e envolve interacéo especifica entre os microrganismos (antigenos) e os
receptores de células T (TCR). Os pacientes com hanseniase apresentam
respostas das células T do tipo Thl e Th2; e, de células B com producéo de
anticorpos anti-M. leprae (MODLIN, 2010).

Os linfocitos T e B desempenham papel fundamental na resposta imune do
hospedeiro, uma vez que participam de mecanismos dque levam ao
desenvolvimento de resposta microbicida ou humoral dentro do espectro da
hanseniase (ISMAIL; BRETSCHER, 1999; NATH; SAINI; VALLURI, 2015; IYER
et al., 2007). Os dois tipos principais de linfécitos T que sdo estudados mais
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extensivamente sao: 1) os linfécitosTCD4* do tipo Thl, associados com a forma
tuberculoide da doenca; 2) os linfécitos TCD4*Th2 associados com resposta
desenvolvida durante a manifestagcdo da forma virchowiana (ZHOU; ZHANG,;
AUNE, 2003; WALKER; LOCKWOOD, 2006; SPELLBERG; EDWARDS, 2001); e
3) os linfécitos T CD8*que sdo envolvidos, principalmente, com processos de
citotoxidade (PARIDA et al., 1992; AB et al., 1990).

2.11 Linfécitos T y8

Os linfécitos Tyd foram descobertos em 1987 e foram assim denominados
por expressarem as cadeias y e 6 do TCR na sua superficie (BRENNER et al., 1987;
BORST et al., 1987). As células Tyd sdo um subconjunto com menor abundancia
na circulacéo, cerca de 1 a 5%, entre as células T circulantes, mas estéo presentes
em abundéancia no tecido linfoide da mucosa, nela compreendendo até 50% das
células T. Os dois subconjuntos principais sao células T Vo1 e V62 (CARDING E
EGAN, 2002).
Essas células possuem a capacidade de reconhecerem antigenos néo proteicos e
moléculas induzidas pelo estresse via TCR, TLR e receptores de células NK como
o NKG2D. Na maior parte das vezes, a ativacdo dessas células ocorre de forma
indireta através da secrecao de citocinas pré-inflamatdrias pelas células dendriticas
e devido ao seu fenétipo pré-ativado, a sua ativacdo ocorre de forma rapida.
Destacam-se como fungbes efetoras para as células Tyd a: morte de células
infectadas via CD95-CD95L; TRAIL e perforinas e granzimas; sintese de citocinas
(TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-5, IL-13, TGF-B, IL-10); e, producéo de substancias
liticas e/ou bacteriostaticas como granulisina e defensinas (BONNEVILLE; O'BRIEN;
BORN, 2010).

2.12 Linfécitos T reguladores

Os linfécitos T reguladores (Treg) abrangem cerca de 1% a 2% dos linfocitos
T CD4* no sangue periférico dos humanos e podem suprimir uma ampla variedade
de células, sendo fundamental para manter a homeostase (BAECHER- ALLAN et al.,
2001; SAKAGUCHI et al., 2010).

Os linfécitos Treg representam uma subpopulacdo de linfocitos com perfil
fenotipico CD4*CD25*"FoxP3*, os quais se envolvem na resposta imunopatoldgica

da hanseniase. As citocinas TGF-B e IL-10 sdo as principais envolvidas na
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diferenciacéo celular, sob o controle da regulacdo do fator de transcricdo FoxP3.
Na hanseniase, os linfécitos Treg sdo as células responsaveis por manter o
equilibrio da resposta entre os linfocitos Thl e Th2 (BOBOSHA et al., 2014; KUMAR
et al., 2013; SAINI; RAMESH; NATH, 2014).

O trabalho de TAYLOR; CROSS; LLEWELYN (2011) demonstrou que
linfocitos Treg CD8* isolados de humanos saudaveis, expressavam CD25 e
FOXP3, além de produzirem IL-10 e apresentam funcionalidade de supressao
quando estimuladas in vitro. Apesar das ceélulas Treg CD8* serem pouco
exploradas em estudos disponiveis na literatura, a existéncia dessas células esta
bem estabelecida, uma vez que podem expandir apos estimulacao frente a diversos
antigenos (TSAl; CLEMENTE-CASARES; SANTAMARIA, 2011).

2.13 Células natural killer (NK)

As células NK foram a principio identificadas em 1975 e foram descritas
como linfécitos grandes e granulares, que apresentam citotoxidade natural contra
células tumorais (KIESSLING; KLEIN; WIGZELL, 1975). Posteriormente, passaram
a ser classificadas como linhagem linfocitica distinta com funcdes efetoras
especificas, compondo a linha de defesa inicial ndo somente contra tumores, mas
também contra infeccdes (VIVIER et al.,, 2008). Sdo classificadas como
componentes da imunidade inata, porém possuem importante papel na modulacéo
da imunidade adaptativa (ANDONIOU; COUDERT; DEGLI-ESPOSTI, 2008).

Essas células expressam em sua superficie um conjunto de receptores
especificos denominados receptores de ativacdo ou de inibicdo, além de varios
TLRs e CD16 (receptor para a porcdo Fc dos anticorpos). A resposta da célula NK
ao estimulo depende da transducédo de sinal desencadeada apds ativacdo dos
receptores especificos. Dessa forma, os receptores de inibicdo reconhecem
moléculas de MHC de classe | expressas nas células-alvo, o que impede, na
maioria das vezes, a acdo das células NK sobre células proprias, a ndo ser que
estejam alteradas como ocorre no desenvolvimento de tumores e infecgdes. Além
disso, existe um limite critico de sinalizacdo em que a ativacéo dos receptores de
ativacdo pode exceder a inibicdo desencadeada pelos receptores inibitorios, o que
propicia a formacao de uma resposta imune favoravel (LANIER, 2008).

Via de regra, as células NK interagem ndo somente com células alteradas,

mas também com outros leucdcitos, incluindo macréfagos e células dendriticas e
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essa interacéo pode ocorrer de forma direta através da ligacéo entre receptores ou
de forma indireta, mediada pela acéo das citocinas (MORETTA, 2002). Além das
células NK serem descritas como linha de defesa inicial contra um microrganismo,
auxiliando na resolugdo da infecgdo antes mesmo do desenvolvimento da
imunidade adaptativa, e sua participacdo numa segunda exposi¢cado aos antigenos,
atuando como células de memoéria (BIRON, 2010; PAUS; SENMAN; VON
ANDRIAN, 2010).

2.14 Células T natural killer (NKT)

As células NKT, receberam esse nome devido a co-expressao do receptor
de célula T (TCR) e receptores de superficie das células NK. Constituem uma
pequena populacdo de linfécitos T derivados do timo, restrita a apresentacdo
antigénica via a molécula CD1 e subdividem-se em dois tipos: tipo 1 ou iNKT, por
expressarem a cadeia a do TCR invariante; e tipo 2, que possui maior repertorio de
TCR. Estas células fazem parte da imunidade inata por efetuarem morte rapida e
produzirem citocinas sem a necessidade de extensiva diferenciacdo e divisdo
celular (BENDELAC; SAVAGE; TEYTON, 2007; BERZINS; SMYTH; BAXTER,
2011).

As NKT geralmente reconhecem antigenos de origem lipidica apresentados
via CD1 expressos na superficie das células apresentadoras de antigenos. Em
humanos e na maioria dos mamiferos, existem 5 isoformas da proteina CD1 (CD1a,
b, ¢, d, €) (MOODY; ZAJONC; WILSON, 2005). As proprias células NKT sédo
produtoras de IFN-y e exercem atividade citotdxica via perforina, CD95-CD95L e/ou
TNF-a (BERZINS; SMYTH; BAXTER, 2011). Entretanto, merecem destaque pela
habilidade em secretarem grandes quantidades de IL-4 e outras citocinas
relacionadas ao padrdo Th2 como IL-13 (YOSHIMOTO; PAUL, 1994).

2.15 Linfécitos B

As células B possibilitam a imunidade humoral especifica ao antigeno, pela
formacao de anticorpos altamente especificos durante a resposta imune primaria.
Os linfécitos B no tecido linfoide do corpo: ossos, medula éssea, baco e linfonodos,
proliferam-se e transformam-se em células plasméticas pela acdo de substancias
antigénicas, que por sua vez, produzem imunoglobulinas que se ligam a antigenos
semelhantes (MARTIN; CHAN, 2006).
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As células B sdo ativadas por microrganismos via receptor de célula B
especifico para antigeno (BCR) ou receptores de reconhecimento de padrdes nao
especificos (NOTHELFER; SANSONETTI; PHALIPON, 2015).

Apesar das células B serem tradicionalmente conhecidas como precursoras
das células plasmaticas secretoras de anticorpos, elas também podem atuar como
células apresentadoras de antigenos (APC) e desempenhar um papel importante
no inicio e na regulagdo da resposta das células T e B (MARTIN; CHAN, 2006;
HAMPE, 2012).

2.16 Respostaimune humoral: Imunoglobulinas

Uma das principais caracteristicas da resposta imune humoral adaptativa é
a selecao clonal de células B, um processo tipicamente dependente da ajuda das
células T CD4, que leva a geracdo de anticorpos de alta afinidade (MESIN;
ERSCHING; VICTORA, 2016). Enquanto IgM é o primeiro anticorpo produzido em
uma resposta humoral, a troca de classe de imunoglobulina é um evento de
maturacdo que envolve o rearranjo genético para gerar respostas de isotipo da
imunoglobulina (subtipos de IgG, IgE ou IgA), que é regulado por ativadores de
células B na presenca de citocinas derivadas de células T. Essa troca de classe de
imunoglobulina possibilita que os anticorpos aprimorem sua funcdo efetora,
contribuindo assim para a diversidade da resposta imune (TANGY et al. 2002, 2013;
GOWTHAMAN; CHODISETTI; AGREWALA, 2010).

A imunoglobulina A (IgA) € o isotipo predominante de anticorpos no sistema
imunolbgico de mucosa, a qual existe amplamente no trato gastrointestinal, trato
respiratorio, trato vaginal, lagrimas, saliva e colostro. Frequentemente a IgA sérica
mostra uma estrutura monomérica, enquanto a IgA da mucosa € polimérica
(LEONG; DING, 2014). Nos seres humanos, a IgA possui dois subconjuntos
denominados IgAl e IgA2 (WOOF; RUSSELL, 2011).

Apesar de ser um dos isotipos de anticorpos menos abundantes, a producao
excessiva de IgE pode ter consequéncias graves quando desencadeia a anafilaxia,
uma reacao alérgica grave e com risco de vida (FINKELMAN et al., 2005).

Em humanos IgG1 e 1gG3 compartilham as habilidades de poderem fixar
complemento e se ligar a antigenos proteicos. Para humanos, embora o0s
subconjuntos Thl e Th2 tenham sido identificados com base em seus perfis de

citocinas (Romafnani, 1991; Salgameet al., 1991). O requisito bem distinto para
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mudanca de isotipo, foi demonstrado por King e Nutman (1993), onde IL-4 regulou

positivamente para os isotipos IgG4 e IgE.
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3. JUSTIFICATIVA

O envolvimento do complemento em uma grande variedade de funcdes
biolégicas € bem estudado, desde seu envolvimento na neutralizacdo e
opsonizacdo de estruturas estranhas e células apoptoticas, até na iniciacdo e
direcionamento da imunidade adaptativa. O componente mais abundante do
complemento é a proteina C3, da qual os primeiros produtos de clivagem sdo o
peptideo anafilatéxico C3a e o maior fragmento C3b. O C3b recém-gerado tem a
capacidade de se ligar covalentemente a superficie de ativacédo e, além de ser um
elemento indispensavel da rota litica, também serve como ligante para varias
estruturas da membrana celular, incluindo o receptor do complemento Tipo 1 (CR1,
CD35).

Além da regulacao da atividade de convertases do complemento, o CR1 tem
varias outras importantes funcdes. O CR1 humano expresso em eritrcitos
desempenha um papel de depuracdo de complexos imunes (DUNKELBERGER;
SONG, 2010; CRAIG; BANKOVICH; TAYLOR, 2002; HESS; SCHIFFERLI, 2003).

Em mondcitos, macrofagos, granuldcitos e neutrofilos medeiam a captacao
de particulas opsonizadas por complemento e imunocomplexos e na superficie de
células dendriticas foliculares (CDF), o CR1 mantém antigenos opsonizados em
forma nativa, acessivel por um longo tempo que é importante para a manutencao
da memaria imunoldgica. Outra importante funcédo para o CR1 demonstrou que a
ligacdo cruzada de CD35 e CD21 em Células B humanas inibia a ativacdo e
diferenciacéo para células produtoras de anticorpos, mediada por BCR. Embora o
CR1 possua uma cauda intracelular contendo 38 residuos de aminoacidos com um
sitio de fosforilagdo caseina-quinase Il, o qual poderia mediar eventos
desinalizacao intracelular, ndo h& trabalhos que demosntrem isso (LLOYD E
KLICKSTEIN, 2000; LIU; NIU, 2009).

Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo tém confirmado as
descricOes da literatura sobre a expresséao diferencial de CR1 na superficie de
eritrcitos de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da hanseniase,
associando uma menor quantidade de CR1 expresso na superficie destas células
com a hanseniase per se e com a apresentacao clinica da forma mais severa desta
doenca. Portanto, conhecer a relacdo da expressao de CR1 na superficie das
demais células do sistema imunologico em associacdo com as formas clinicas da

hanseniase, bem como a influéncia desta expressdo na producdo de
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imunoglobulinas é de grande importancia na complementacdo dos nossos estudos
e nortearia 0s mesmos quanto ao(s) tipo(s) celular(es) expressando CR1 mais
intimamente relacionados a esta doenca e, potencialmente, envolvidos no
direcionamento da resposta imune protetora ou susceptivel a infeccdo por M.

leprae.
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4. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a expressdo de CR1 na superficie de subpopulactes de
linfécitos, bem como a producdo de isotipos de imunoglobulinas nas

manifestacdes clinicas da hanseniase.

4.1 Objetivos especificos

1) Avaliar o percentual de células TCD8*, TCD4*, Tys, TCD25*CD8*,
TCD25*CD4*, NKT, NK e BCD5* e B nos grupos de pacientes com as
diferentes formas clinicas e individuos controles;

2) Analisar o percentual de cada subpopulacdo de linfécitos
expressando o receptor CR1 (CD35%) em pacientes portadores de
diferentes formas clinicas da hanseniase e individuos controles;

3) Determinar a densidade molecular de CR1 expresso na superficie
das subpopulactes celulares de pacientes e controles;

4) Avaliar os niveis séricos de IgA, IgE, 1gG1, 1gG2, IgGs elgGs nos
grupos casos e controles;

5) Relacionar a expressdo de CR1 nas subpopulacfes celulares com a
manifestacdo clinica da doenca por meio de analises estatisticas intra e

inter grupos.



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 143, sendo 49 de sangue
periférico de portadores da hanseniase, 119 plasmas e 24 individuos saudaveis
(n&o portadores), todos eles residentes no municipio de Campos dos Goytacazes.
Os individuos foram avaliados quanto a parametros imunolégicos e, portanto, as
amostras foram coletadas antes de iniciar o tratamento com a medicagéo PQT.
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 diagndéstico e tratamento da doenca. Este ambulatério
recebe pacientes encaminhados de instituicées 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.

Grupo Controle: 40 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
resolucdo 194/96, exigida pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
para coleta de amostras de sangue periférico. Esse projeto foi submetido a
avaliagcdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pela plataforma Brasil e aprovado
sobre o CAAE: 32510914.7.0000.5244.

5.2 Obtencao das células a partir do sangue periférico

As amostras de sangue dos individuos participantes do estudo foram
coletadas por venopuncéo para obtencédo de 10 mL de sangue periférico, em tubos
a vacuo contendo heparina sodica. O fracionamento celular foi feito por gradiente
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de Ficoll (LSM®, ORGANON TEKNIKA — 1,08g/mL) para separacao das células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) por diferenca de densidade,
adicionando-se lentamente o sangue sobre o Ficoll, na proporcéo de 2:1 em tubos
conicos de 50 mL, e submetido a centrifugacéo 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 centrifugacdes de 1000 x g 4°C durante
10 minutos. Apdés o processo de lavagem, as células foram ressuspendidas em 1mL
de meio RPMI-1640, e uma aliquota de 10 uL dessa suspenséo foi retirada e diluida
em 90uL de Azul de Tripan (0,2%) para a realizacdo da contagem em Camara de
Neubauer do numero de células e avaliacao da viabilidade celular.

M. leprae é classificado como patdgeno de risco Classe Il de acordo com as
Normas do Ministério da Saude, por isso toda manipulacédo das amostras biologicas
foi feita em condicdes estéreis, em capela de fluxo laminar e com uso de EPI (luvas,

calca comprida, mascara e jaleco), exceto a contagem das células.

5.3 Fenotipagem celular, marcacédo de CR1 e analise por citometriade fluxo

As PBMCs fracionadas (ex vivo) foram plaqueadas em placa de 96 pocos
com fundo arredondado (U), cinquenta mil células por poco (50.000 células/poco)
e processadas para imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais anti-“cluster
of differentiation” (CD) conjugados a fluorocromos para fenotipagem celular e
marcacdo de CR1 (CD35) na superficie das células, como especificado na Tabela
1. Foram adicionados 5uL de cada um dos anticorpos monoclonais especificos para
cada subpopulacdo de células, incubados por 30 minutos a 4°C e, apds esse
periodo, foram feitas duas lavagens com o meio RPMI a 1000 x g a 4°C durante 10
minutos. As células foram fixadas com Max FacsFix (0,1M de NaCl, 1,0% de
paraformaldeido e 47,65 mM de cacodilato de sodio, pH 7,2) e a determinagéo
fenotipica foi realizada por citometria de fluxo (FACS Calibur - BD). As andlises do
percentual de células e da densidade molecular de expressdo de CR1 sobre as

células foram realizadas utilizando-se o programa Cell-quest Pro.
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais a serem usados para imunofenotipagem por

citometria de fluxo.

Anticorpos Fluorocromos Subpopulagao Fabricante
celular
Anti-CD3, anti- PE, FITC, PercP e TCD4e TCD8 BD
CD4,anti-CD8 e APC
anti-CD45.
Anti-CD16 e anti- FITC e PE NK BD
CD56
Anti-CD3, anti- PeCy5, FITC e PE NKT CD35* BD
CD56 e anti-
CD35
Anti-CD3 e anti- PeCy5 e FITC Ty BD
Tyd
Anti-CD3, anti- FITC, PercP e PE Treg CD4* BD
CD4 e anti-CD25
Anti-CD5 e anti- PE e FITC Linfocito B BD
CD19 ativados
Anti-CD3, anti- FITC, PercP e PE TCD4 CD35* BD
CD4 e anti-CD35
Anti-CD3, anti- FITC, PercP e PE TCD8 CD35* BD
CD8 e anti-CD35
Anti-CD3, anti- FITC, PercP e PE Treg CD8* BD
CDS8 e anti-CD25
Anti-CD19 e anti- FITC e PE Linfocito B CD35* BD
CD35
54 Ensaio de Imunoadsor¢cdo Ligado a Enzima (ELISA)

imunoglobulinas: IgA, IgE, IgGa, 1IgG2 1gGs e 1IgGa

As placas de ELISA de 96 pocos foram sensibilizadas com o seguinte
reagente doado gentilmente pelo BEI Resources, NIAID, NIH: Mycobacterium lepra
phenolic glycolipid-1 (PGL-1), (NR-19342) na concentragéo de 2,0 ug/mL por poco
em 100uL de tampéo carbonato/bicarbonato 0,1M (pH 9,6) durante 18-20 horas a
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4°C. Ap6s a sensibilizacdo foram adicionados os plasmas dos pacientes de
hanseniase e controles em duplicatas, diluidos 1:10 em 100 pL tampéo Tris/Tween
0,05% 15mM (pH 7,5) contendo 5,0% albumina de soro bovino (BSA — Sigma-
Aldrich), e incubados durante 2 horas a 37°C. Apds o periodo de incubacgéo os
anticorpos anti-imunoglobulinas (IgG1, 1gG2 1gGs e IgG4 — SoutherBiotec) foram
diluidos em 100uL de Tris/Tween 0,05 % 15mM (pH 7,5) contendo 5,0% de BSA,
e as placas foram novamente incubadas por 2 horas a 37°C. Posteriormente foram
realizadas trés lavagens com Tris/Tween 0,05% 15mM (pH 7,5), e adicionados
estreptavidina-peroxidase diluida 1:2500 em 100uL de Tris/Tween 0,05% 15mM
(pH 7,5) contendo 5,0% de BSA, e a placa foi incubada por 30 min a 37 °C. Apos
esse periodo, os pocos foram lavados trés vezes com Tris/Tween 0,05% 15mM (pH
7,5) e foi adicionada solucdo substrato ABTS (&cido 2,2 azinobis; 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) para revelar, e mantidas ao abrigo da luz durante 15
a 20 minutos. A leitura das placas foi realizada em leitor de placas (EPOCH- BioTek)

e o filtro utilizado foi o de 405nm.
5.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas intra e intergrupos, para comparar o numero de
células, expressao de receptores CR1 e niveis de imunoglobulinas, foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico Prisma (GraphPad Prism 5.0), onde
utilizamos as classificacbes de Madrid (1953) e da OMS (1982) para comparagao
de pacientes e controles. Os dados foram verificados inicialmente quanto a
natureza paramétrica ou ndo paramétrica, considerando-se 0 seu grau de
independéncia, normalidade e variancia. Como os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis, que é o
teste usado para comparacdo entre trés ou mais grupos, seguido pelo teste de
Dunn’s (pés teste). O teste Mann-Whitney foi usado para comparacdo entre dois
grupos. Em todas as andlises, as diferencas foram consideradas significativas

quando p<0,05.

Para as andlises das imunoglobulinas, foi realizada a média de cada
paciente e esse valor foi dividido pela média do branco de cada placa de ELISA.

Dessa forma, os valores de index foram calculados e analisados estatisticamente.
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6. RESULTADOS

6.1 Andlises fenotipica de PBMC dos pacientes e controles

Células T CD4*/CD8*, T vy5, Treg CD4*/CD8*, NKT, NK e B/CD5* foram
analisadas dentro da populacdo de linfécitos, quanto ao percentual de numero de
células e quanto ao percentual de niumero de células expressando CR1 (CD35) em
pacientes e controles, e os percentuais foram determinados de acordo com 0s
parametros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side
Scatter) (Figura 2).

As células T CD4*/CD8*, foram definidas segundo suas expressfes de
CD3g, componente do complexo TCR; CD45 - antigeno comum de leucdcitos
(LCA); CD4, glicoproteina monomeérica de 59kDa que contém quatro dominios (D1,
D2, D3, D4) de tipo imunoglobulinas e CD8, glicoproteina transmembranar que atua
como um co-receptor para o receptor de células T (TCR).

Enquanto as células T y5 foram caracterizadas segundo a expresséo das moléculas
CD3¢ e yd, cadeias componentes do TCR (CD3*yd").

As células T reguladoras foram caracterizadas pela marcacdo da molécula de
CD25, que é o dominio a do receptor de interleucina 2 (IL-2), é expresso em células
T ativadas (Waldmann, 1989).

As células NK e NKT foram definidas segundo a expressdo das moléculas
CD3eg, componente do complexo TCR; CD16, componente do receptor Fc do tipo
Fcylll e CD56 - molécula de adeséo a células neurais (NCAM).

Os linfécitos B foram reconhecidos pelo CD19 sobre sua superficie, o qual € um
membro da superfamilia da imunoglobulina (Ig) expresso apenas nas células B e
nas células dendriticas foliculares, dessa forma ele € considerado um marcador
pan de células B (SADHU; MITRA, 2018). As células B ativadas (Bla) foram
descriminadas, com o uso do CD5, as quais constituem 15-25% da populagao de
células B em tecidos linfoides secundarios e até 47% do total de células B no

sangue periférico normal em adultos (ILHAN et al., 2007).
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Figura 2: Representagdo por dotplot de setagem celular por citometria de fluxo. A- Gréfico de parametros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e
granulosidade (SSC - Side Scatter) destacando-se a area circundada (gate) que representa os linfécitos; B- Representacdo de uma marcacao dupla positiva
para linfocitos T y8, destacando-se o quadrado superior a direita com a porcentagem de células duplamente positivas para os marcadores utilizados (Anti-
TCRY3 e Anti-CD3); C e D- exemplo de uma marcacdo tripla para linfocitos T CD8* CD35*, em C temos a porcentagem de linfécitos T CD8*com a marcagao

dupla de Anti-CD3 e Anti-CD8 e em D marcacgéo de Anti-CD35 nos linfécitos, baseado no gate de TCD8* do grafico C.
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% de células

6.2 Quantificacdo do percentual das diferentes subpopulacfes de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) em pacientes e controles

Os graficos da Figura 3 apresentam os valores de porcentagem celular de
linfécitos totais no sangue periférico dos individuos acometidos pelas diferentes
formas clinicas da hanseniase e controles saudaveis. Na Figura 3A foi feita uma
classificacdo categorica em nivel de desenvolvimento da doenca: L (com
hanseniase) HC (controles). Na Figura 3B os pacientes foram agrupados de
acordo com a classificacdo da OMS, em MB — multibacilar e PB — paucibacilar.
Também néo foram observadas diferencas significativas em relacéo ao percentual
dessas células nesses grupos. No entanto, a fim de verificar mais especificamente
dentro do espectro clinico da doenca os pacientes foram agrupados segundo a
classificacdo de Madrid (Figura 3C), onde LL sado pacientes apresentando a forma
virchowiana, DL — dimorfas, IDL — indeterminada, TL - tuberculoide e HC os
controles. E de uma forma geral observou-se que os individuos da forma
virchowiana possuem uma marcada reducédo do numero de linfdcitos totais quando

comparado aos individuos controles e aos pacientes da forma indeterminada.

Figura 3. Porcentagem da populacdo de linfocitos totais nas diferentes formas clinicas e
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individuos controles. A — Classificacdo categoérica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificagcdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste

estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.
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As analises estatisticas de todas as células foram feitas de acordo com os
mesmos agrupamentos da Figura 3. Podemos observar que ndo houve diferenca
estatistica quanto ao percentual de linfécitos T totais entre pacientes (L) e
controles (HC) (Figura 4A). No entanto, na Figura 4B observamos uma marcada
reducado do percentual de linfécitos T nos individuos com as formas mais severas
da doenca (MB) quando comparado aos individuos com a forma mais branda (PB).
Na Figura 4C, podemos observar que os individuos apresentando a forma dimorfa
(DL) apresentaram um percentual de linfécitos T totais reduzido quando
comparado aos individuos tuberculoides (TL) e indeterminados (IDL) controles
(HC).
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Figura 4. Porcentagem da populagao de linfocitos T totais nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categoérica: onde L — Desenvolvimento da doenc¢a, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste

estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

Na Figura 5, avaliamos o percentual de linfocitos T CD8* dos pacientes e
controles. Observamos que os individuos acometidos pela hanseniase possuem
um menor percentual dessas células, comparado aos individuos controle (Figura
5A). E que essa reducdo do percentual de TCD8* dentre os portadores de
hanseniase € mais evidente nos pacientes portadores das formas mais severas da
doencga, os multibacilares (MB), quando comparado aos controles (Figura 5B).
Entretanto, quando comparamos os controles (HC) as formas clinicas ndo houve

uma variacao significativa em percentual dessas células (Figura 5C).
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Figura 5. Porcentagem da populacdo de células TCD8" nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categodrica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste
estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

Quanto as células T CD4*, ndo houve uma variagao significativa em percentual
dessas células entre os individuos acometidos pela hanseniase e controles (Figura
A6), como tambpem quando analisado os grupos PB e MB (Figura 6B) ou em

relacdo aos espectros clinicos (Figura 6C).
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Figura 6. Porcentagem da populacdo de células TCD4* nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categoérica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificagcdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste

estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

O numero de linfécitos Tyd dos individuos que desenvolveram a doenga
apresentaram uma marcada reducédo quando comparados aos individuos controles
(Figura 7A). Quando avaliados quanto a severidade da doencga, percebemos que

tanto os individuos das formas paucibacilares como os portadores das formas
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multibacilares, apresentaram uma nitida diminuicdo desses linfocitos quando
comparados aos individuos controles (Figura 7B). Essa reducéo do percentual de
linfécitos T yd se manteve significativa nas formas tuberculoide e dimorfa em

relacdo aos controles (Figura 7C).
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Figura 7. Porcentagem da populacdo de células Tyd nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categorica: onde L — Desenvolvimento da doenga, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste
estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

As células Treg de um modo geral, apresentaram um aumento em seu
namero nos individuos acometidos pela hanseniase, em compara¢ao aos controles
(figura 8 A/D). Esse aumento pode ser visto também, quando foi realizado o
agrupamento dos individuos de acordo com a OMS, onde os individuos MB
apresentaram uma elevacao significativa no nimero dessas células (figura 8 B/E)
em comparacao aos individuos controles. O aumento significativo foi visto estar
relacionado aos individuos da forma dimorfa comparado aos individuos controles
(figura 8 C/F).
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Figura 8. Porcentagem da populagcdo de células T reguladoras CD8*e CD4* nas diferentes
formas clinicas da hanseniase e individuos controles. A e D— Classificacdo categoérica: onde L
— Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-
Whitney; B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos
saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificacéo de
Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s.

As células NKT e NK, apresentaram uma marcada reduc¢do, em numero
percentual, nos individuos acometidos pela hanseniase em relacéo aos individuos
controle (Figura 9 A/D). Os grupos PB e MB também tiveram uma evidente redugéo
do numero percentual de células NKT e NK circulantes, quando comparado aos
controles (Figura 9 B/E). Quando analisamos de acordo com as formas clinicas,
segundo a classificacdo de Madrid podemos perceber que as formas clinicas
tuberculoide e indeterminada, apresentaram uma reducdo significante do

percentual dessas células (Figura 8C/F).
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Figura 9. Porcentagem da populacéo de células NKT e NK nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A e D- Classifica¢édo categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC-
Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney; B e E — Classificagdo OMS: MB-
Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-
Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou
virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

Na Figura 10 observamos os dados referentes aos linfécitos B CD5*
(linfécitos ativados). Observou-se uma discreta tendéncia do aumento do nimero
dessas células nos individuos acometidos pela doenca (Figura 10), no entanto

essa diferenca nao foi significativa.
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Figura 10. Porcentagem da populagdo de células B CD5* nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categorica: onde L — Desenvolvimento da doenga, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,

PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
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por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste
estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

Da mesma forma que observado na Figura 10, os linfocitos B de individuos
acometidos pela hanseniase, apresentaram-se em maior numero do que o0s
controles (Figura 11A), do mesmo modo que os individuos PB e MB apresentam
essa leve tendéncia de terem seus linfécitos B aumentados em relacdo aos
controles (Figura 10B), bem como o aumento no decorrer do espectro clinico,
exceto pela forma clinica virchowiana, a qual teve uma discreta reducdo (Figura

10C), porém essas diferencas nao foram significativas.
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Figura 11. Porcentagem da populacdo de células B nas diferentes formas clinicas e
individuos controles. A — Classificacdo categoérica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC-
Individuos controles e teste estatistico Mann-Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares,
PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL-
Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste

estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s.

6.3 Avaliacao da expresséo de receptores CR1 em diferentes subpopulacées
de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

A fim de verificar a diferenca na expressdo do receptor CR1 sobre as
principais células do sistema imunoldgico, as células foram analisadas em relagéo
ao percentual de células que expressaram CR1 e em relacdo a densidade desse
receptor expresso na superficie dessas células.

Na Figura 12 foram mostrados os graficos referentes aos linfécitos T CD8*
que expressaram o CR1, no qual podemos notar que ndo houve diferenca
significante entre individuos acometidos pela doenca ou controles saudaveis

(Figura 12 A, B e C). Porém, quando avaliada a densidade molecular, ou seja, o
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namero de receptores sobre a superficie dessas células, podemos ver nitidamente
gue os individuos que desenvolveram a hanseniase apresentaram uma significante
reducdo do numero de CR1 dispostos na superficie desses linfécitos quando
comparados aos individuos controles (Figura 12D). E que essa redu¢do do numero
de CR1 expresso na superficie de linfocitos TCD8* estava relacionada as formas

mais severas (MB) da doenca (Figura 12E), especificamente os portadores da

forma clinica dimorfa (Figura 12F).
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Figura 12. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores CR1
sobre a superficie de linfocitos TCD8* dos pacientes e individuos saudaveis, baseados no MIF
(média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificacdo categdrica: onde L —
Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as
IDL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, Indeterminada, TL-

Dunn’s. Os gréficos A, B e C - séo referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre
sua superficie; enquanto os graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1
expressos sobre a superficiecelular.

Em relacdo ao percentual de linfocitos T CD4* que expressam o CRI1,
podemos notar que ndo houve uma diferenca significante entre individuos
acometidos pela doenca ou controles (Figura 13 A, B, C e D). Porém, quando
avaliada a densidade molecular, pudemos ver nitidamente que os individuos das

formas mais severas (MB) apresentaram uma redug¢do do numero de CR1
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expresso, quando comparado aos individuos das formas mais brandas (PB)
(Figura 13E), e quando desmembramos as observacdes em formas clinicas, fica
claro que de fato a forma lepromatosa apresenta uma evidente reducéo na
densidade molecular de CR1 expresso em células TCD4*, quando comparada aos

individuos controles e formas tuberculoide e indeterminada (Figura 13F).
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Figura 13. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores CR1
sobre a superficie de células TCD4* dos pacientes e individuos saudéaveis, baseados no MIF
(média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificacdo categérica: onde L —
Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn'’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s. Os gréficos A, B e C - sdo referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre
sua superficie; enquanto gréaficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1

expressos sobre a superficie celular.

O estudo das células T natural killer (NKT), mostrou que os individuos
acometidos pela doenca apresentaram um aumento no percentual de NKT que
expressam o CR1 quando comparados aos individuos controles (Figura 14A); e
ambos os individuos das formas PB e MB apresentaram essa eleva¢cdo no nimero
de células que expressam o CR1 (Figura 14B). Quando examinados pelas formas
clinicas, percebemos que as formas severas (dimorfa e virchowiana) e o estagio inicial

da doenca (indeterminado) apresentaram valores significantes para essa elevagao
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A MIF

% de células CD56*, CD3* e CD35"

quando comparados aos controles (Figura 14C). A avaliacdo do numero de

receptores sobre a superficie dessas células, mostrou que existe um acentuado

aumento do numero de receptores CR1 nos individuos acometidos pela doenca

quando comparados aos controles (Figura 14D), e quando foram agrupados

conforme a classificacdo da OMS percebemos que, os individuos da forma PB

mostraram um aumento nessa expressdo em relacdo aos individuos controles

(Figura 14E). Embora nao tenham ocorrido diferencas significativas entre as

formas clinicas (Figura 14F).
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Figura 14. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores

CR1 sobre a superficie de células NKT dos pacientes e individuos saudaveis, baseados no

MIF (média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificagdo categérica: onde L —

Desenvolvimento da doenga, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;

B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis

(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagdo de Madrid: as

formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa,

IDL-

Indeterminada, TL-

Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Dunn’s. Os gréaficos A, B e C - sdo referentes a porcentagem de células que expressédo o CR1 sobre

sua superficie; que os graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1

expressos sobre a superficie celular.

As analises das células natural killer (NK) mostraram que os individuos

acometidos pela doenca apresentaram um aumento do numero de NK que

expressam o0 CR1 gquando comparados aos individuos controles (Figura 15A);

embora haja uma tendéncia dos PB apresentarem um aumento no niumero de células
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NK expressando CR1, os individuos das formas MB apresentaram valores
significativos em relacdo a essa elevacéo no percentual de células que expressam o
CR1 (Figura 15B); quando examinados pelas formas clinicas, percebemos que as
formas severas (dimorfa e virchowiana) e o estagio inicial da doenca (indeterminado)
apresentaram valores significantes para essa elevacdao (Figura 15C), quando
comparado aos controles. Porém, quando avaliados quanto ao niumero de receptores

sobre a superficie, ndo apresentaram diferencas significantes (Figura 15D-F).
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Figura 15. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores
CR1 sobre a superficie de células NK dos pacientes e individuos saudaveis, baseados no MIF
(média da intensidade de fluorescéncia). A e D- Classificagdo categorica: onde L -
Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney;
B e E — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificagcdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s. Os gréficos A, B e C - séo referentes a porcentagem de células que expressdo o CR1 sobre
sua superficie; enquanto os gréaficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1

expressos sobre a superficiecelular.

Na Figura 16, podemos observar os dados referentes a expressado de CR1
nos linfocitos B, bem como a densidade desses receptores em sua superficie. Notou-
se claramente uma reducdo do numero de células B que expressam o CR1 nos
individuos acometidos pela hanseniase, quando comparados aos controles (Figura

16A), e que esta reducdo esta relacionada tanto paucibacilares como aos
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multibacilares (Figura 16B). Considerando as formas clinicas na classificacdo de
Madrid, podemos observar que essa reducado se manteve nos individuos das formas
tuberculoide dimorfa e virchowiana, comparado aos individuos controles. E essa
reducdo se apresentou nas formas mais severas (LL e DL) bem como sobre os
pacientes TL quando comparados aos controles (Figura 16C). Quando analisamos a
densidade molecular de CR1 sobre essas células, também percebemos que houve
uma reducdo da quantidade dos receptores CR1 em linfécitos B de individuos
acometidos pela doenca (L), em comparacgéo aos controles (HC) (Figura 16D), sendo
essa reducéo evidente nos pacientes multibacilares (MB) (Figura 16E). Na figura
16F, percebemos que esse padrao de reducdo se manteve nas formas severas, uma
vez que as formas dimorfa e virchowiana tiveram uma reducdo em nimeros de CR1,

comparados aos controles.
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Figura 16. Densidade de células que expressam CR1 e expressdo de receptores CR1 baseados
no MIF (média da intensidade de fluorescéncia) sobre a superficie de linfécitos B dos pacientes
e individuos saudaveis. A e D- Classificagdo categorica: onde L — Desenvolvimento da doenga,
HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Mann-Whitney; B e E — Classificacdo OMS:
MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico
Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F — Classificacdo de Madrid: as formas clinicas LL-
Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Individuos
saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. Os gréaficos A, B e C -
sédo referentes a porcentagem de células que expressao o CR1 sobre sua superficie; enquanto os
graficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1 expressos sobre a

superficiecelular.
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6.4 Avaliacao dos niveis de imunoglobulinas nos pacientes com diferentes

formas clinicas e individuos controles

Os anticorpos (IgA, IgE, IgG1, 19G2, IgG3 e 1gG4) produzidos por plasmaocitos
foram avaliados no intuito de se identificar se existia variagdo na producdo dos
mesmos entre os pacientes com diferentes classificacfes clinicas da doenca e os
individuos controles.

Na Figura 17, observamos que a producéo de anticorpos IgA nos individuos
acometidos pela hanseniase e controles ndo apresentaram diferengas significativas.
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Figura 17. Index de absorbéancia de IgA sobre a producédo de anticorpos. A — Classificagédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificagdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Dunn’s.

Quando analisamos a producéo de IgE no plasma proveniente dp grupo de
pacientes e controles, observamos que existe uma acentuada reducdo do numero
de anticorpos IgE nos individuos PB quando comparado aos apresentados pelos
individuos controles e multibacilares (Figura 18B). De acordo a classificacdo de
Madrid, observamos que as formas mais brandas (tuberculoide e indeterminada)
apresentavam uma marcada reducdo do index de producdo de IgE, quando
comparadas aos controles e as formas mais severas da doenca (dimorfa e

virchowiana). (figura 18C).
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Figura 18. Index de absorbéancia de IgE sobre a producéo de anticorpos. A — Classificacédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificagdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificagdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s.

Ao analisarmos a producéo de IgG1, observamos que existiu uma acentuada
reducdo do numero dessa imunoglobulina comparada aos controles (Figura 19A),
e essa reducao é apresentada tanto pelos individuos PB como MB em relagéo aos
controles (Figura 19B). Quando verificamos as formas clinicas, podemos notar que
essa reducéo se deu nas formas tuberculoide e dimorfa em relacéo grupo controle

(Figura 19C).
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Figura 19. Index de absorbancia de IgG; sobre a producéo de anticorpos. A — Classificagéo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por
Dunn’s.

A imunoglobulina 1gG2, apresentou uma reducdo em sua producdo nas
formas mais brandas da doenca (PB) quando comparada aos controles (Figura
20B). Embora nédo tenha sido observado diferenca significante no index de

imunoglobulinas 1gG2 entre os individuos acometidos pela doenca em relacdo ao
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controle e quando examinado as formas clinicas (Figura 20AeC).
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Figura 20. Index de absorbancia de IgG, sobre a producéo de anticorpos. A — Classificagédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Dunn’s.
Na Figura 21, observamos que a producdo de anticorpos IgGs nos
individuos acometidos pela hanseniase e controles ndo apresentaram diferencas

significativas.
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Figura 21: Index de absorbéancia de IgGs sobre a producdo de anticorpos. A — Classificacdo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenca, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudéaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Dunn’s.

Ao avaliarmos a producdo de IgGs, percebemos que os individuos
acometidos pela doenca apresentam um aumento na producdo dessa
imunoglobulina (Figura 22A), bem como um marcado aumento da produgéo de
IgG4 nas formas MB, quando comparados aos controles e individuos das formas

PB, muito embora os individuos apresentando formas PB também apresentaram

58



Index de absorbancia de IgG 4

uma elevacdo significante quando comparado ao controle (Figura 22B). Ao
observar a produgéo de IgGs4 nas diferentes formas clinicas, € notavel que as
formas LL e DL (severas) apresentaram um aumento na producdo de 1gGas, ndo
obstante, as formas IDL e TL também exibiram maior producéo de 1gGas, quando

comparados aos individuos controles (HC) (Figura 22C).
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Figura 22. Index de absorbancia de IgGssobre a producdo de anticorpos. A — Classificagédo
categorica: onde L — Desenvolvimento da doenga, HC- Individuos controles e teste estatistico Mann-
Whitney; B — Classificacdo OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Individuos saudaveis
(controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C — Classificacdo de Madrid: as
formas clinicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL-
Tuberculoide, HC- Individuos saudaveis (controle) e teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido por

Dunn’s.
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7. DISCUSSAO

A resposta imune inata, € a primeira linha de defesa contra M. leprae, sendo
considerada um fator crucial para o desenvolvimento de uma resposta contra o
bacilo, uma vez que possui componentes efetores essenciais para combater o
patdogeno e € capaz de direcionar a imunidade adaptativa (MODLIN, 2010). A
maioria dos individuos expostos ao M. leprae ndo desenvolve a doenca, 0 que pode
ser explicado, pelo menos em parte, pela resisténcia inata fornecida pelo histérico
genético do individuo (FITNESS; TOSH; HILL, 2002). Como os dados referentes
ao percentual de linfocitos totais na literatura sdo escassos em relacdo a
hanseniase, nossos dados mostraram-se como inovadores em caracterizar 0s
percentuais dos mesmos ao longo do espectro clinico da doenca, onde o0s
individuos da forma LL (lepromatosa) apresentaram uma marcada reducdo de
linfécitos quando comparados aos individuos das formas IDL e controles, o que
sugerem que a baixa no numeros de linfocitos circulantes nessa forma clinica
possa direcionar uma resposta deficiente do sistema imune, o que geraria
possivelmente uma susceptibilidade para o desenvolvimento dessa forma
lepromatosa (Figura 3C).

Experimentos realizados com pacientes da forma lepromatosa, revelaram que
os valores percentuais médios de linfécitos T foram significativamente menores
nesses pacientes em comparacédo com os valores médios de individuos controles
(MENDES; KOPERSZTYCH; MOTA, 1974). Bullock et al. (1982) mostraram que
pacientes com hanseniase n&o-reacionais apresentaram uma proporcional
redugéo do valor absoluto do nimero de células T. Do mesmo modo, NOSsoS
resultados referentes a percentuais de células T, mostraram uma marcada reducéo
em numero dessas células em individuos multibacilares, quando comparados aos
individuos apresentando a forma PB (Figura 4B) e comparados aos controles
(Figura 4C), o que corrobora com as descricdes da literatura, e dessa forma o
estabelecimento das porcentagens de linfécitos T do sangue periférico, podem
representar um método adicional de avaliacdo do status imunoldgico de pacientes
com hanseniase, contudo possiveis mudancas nessas proporcdes durante o curso
da doenca, sua relacdo entre a duracdo a PQT necessitam ser esclarecidas.

As células T CD8" estdo localizadas na periferia dos granulomas formados na
infecc@o por hanseniase (MODLIN et al., 1983). No estudo de Balin et al. (2018),
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foi sugerida uma funcéo possivel dessas células, na qual elas atuariam como
“guardias” do granuloma, eliminando macrofagos infectados pelo bacilo, evitando a
sua saida do granuloma, reduzindo assim a disseminac¢éo da infec¢do. O que se
confirmou na Figura 5 com os nossos dados sobre linfocitos T CD8*, uma vez que
os individuos das formas mais severas (MB) apresentaram uma reducdo em
namero dessas células circulantes comparados aos controles (Figura 5B). Como
na forma virchowiana (lepromatosa) prevalece a nédo formacao de granulomas,
entdo existe uma disseminacgao dos bacilos.

Linfocitos expressando TCR-yd estdo envolvidos tanto na resposta imune
inata quanto na adaptativa e 0 seu subconjunto no sangue periférico
(Vgamma9Vdelta2) mostra uma ampla reatividade contra agentes microbianos,
autoimunidade e tumores (CARDING; EGAN, 2002; HAYDAY, 2009; ASOTHAI et
al., 2015). As células T yd produzem uma alta quantidade de IL-17, incluindo IFN-

Y, que contribuem para o recrutamento precoce de células efetoras para
direcionar a depuracdo de patdgenos, além dessas células reconhecerem os
fosfoantigenos de Mycobacterium de maneira independente ao MHC e sofrerem
proliferacao in vitro (ROARK et al., 2008; MODLIN et al., 1988).

No estudo de MODLIN et al. (1988) observou 5-8 vezes mais frequéncia de
células T v no sangue periférico e pele de reacdes granulomatosas em pacientes
com hanseniase, enquanto porcentagem normal foi observada nos tecidos
linfoides. Os mesmos autores também sugeriram que as células T 73
desempenham um papel crucial na estimulacdo da formacdo de granuloma em
pacientes com hanseniase. SAINI et al. (2018) mostraram que as células T vo
aumentavam significativamente tanto em individuos com reacédo reversa (RR)
guanto nos pacientes com eritema nodoso hansénico (ENH). Nossos dados sobre
essas celulas sédo controversos a literatura, ja que o individuos acometidos pela
doenca apresentaram uma marcada reducdo na porcentagem dessas células
guando comparados aos controles (Figura 7). Uma possivel razéo, esta no fato de
que diferente do observado por SAINI et al, os individuos ndo apresentavam
estagios reacionais. Porém, nossos dados se contrapfem aos obtidos por MODLIN
et al. (1988), uma vez que as células T yd parecem ter dificuldade em modular uma
resposta Thl efetora, e sua diminuicdo nas formas mais brandas ndo favorece
estas formas clinicas da doenca. A alta frequéncia de células T CD4*/CD8* CD25*

em pacientes PB, pode refletir a ativacdo imune e resposta mediada por células
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nesses pacientes e foi relatado por FERNANDES el al. (2013). SCOLLARD et al.
(2006) também observou que a alta frequéncia de células T CD4*/CD8*CD25" de
maneira mais prevalentes em pacientes da forma LL. A infec¢éo por M. leprae ainda
permanece obscura, assim como a expansao do envolvimento sobre o papel de T
reg na hanseniase. Entretanto, alguns trabalhos tém mostrado ser necessario
saber como M. leprae pode modular o sistema imunolégico a favor de sua
sobrevivéncia, e, especulou-se que lipidios de origem micobacteriano podem ter
uma funcgéo reguladora (BELKAID; TARBELL, 2009; DAGUR et al., 2012).

As células Treg podem favorecer a persisténcia de varios patégenos, como
Mycobacterium tuberculosis. O nimero de células Treg aumenta no sangue e nos
locais de infeccdo nos pacientes com tuberculose ativa (SCOTT-BROWNE et al,
2007; KURSAR et al., 2007; CHEN et al., 2007). Dessa forma, nossos resultados
referentes aos linfocitos T reguladores CD8*/CD4* se mostram semelhantes
aqueles descritos na literatura, ja que os individuos das formas mais severas (MB)
da hanseniase apresentaram uma elevada frequéncia no numero de células T reg
guando comparados aos individuos do grupo controle (Figura 8). Dessa forma
podemos entender que os altos indicies de bacilos que esses individuos
apresentam podem estar influenciando na regulacdo da expanséao de células Treg,
como mecanismo de evasédo da propria micobactéria.

As células NK exercem citotoxidade espontanea nao restrita ao MHC contra
células neoplasicas e portadoras de patdgenos, embora CD3" essas células
compartilham muitas caracteristicas com células T CD3" citotéxicas. Enquanto o
namero de células NK no sangue foi descrito por se manter similar em todo o
espectro da hanseniase, foi relatado uma diminuicdo acentuada destas células na
circulacao quando os pacientes estavam com reacdo ENH (HUMPHRES; GELBER,;
KRAHENBUHL, 1982; SCOLLARD et al.,, 2006). Entretanto, essa situagcéo
inverteu-se quando a reacdo do ENH diminuiu. Humphres; Gelber; Krahenbuhl
(1982) demonstraram que essa perda da atividade de NK sobre individuos com
episodios de ENH era proveniente da atividade de mondcitos que possuiam a
capacidade de suprimir a atividade de NK nesses pacientes. As células NK
parecem ser recrutadas para lesbes LL injetadas com IL-2, onde podem ser
responsaveis pela subsequente depuracao local dos bacilos (KAPLAN et al., 1989).
Dessa forma, os dados referentes as células NK sdo contrarios, ja que observamos

uma marcada reducdo em numero dessas células circulantes nos individuos
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acometidos pela doenca, quando comparado aos controles (Figura 9), e esses ndo
apresentavam qualquer tipo de reacdo adversa. Portanto, presumimos que 0S
monaocitos podem estar influenciando nos no nimero dessas células, uma vez que
0s mondcitos sdo as células alvo de M. leprae.

Ha cerca de trés décadas, o receptor CR1 foi identificado como mediador da
entrada de Mycobacterium leprae em fagécitos (SCHLESINGER; HORWITZ, 1990)
e varias fungdes de CR1 vem sendo descritas desde ent&o.

A cultura de M. leprae acrescida de soro humano ativa o sistema
complemento, tornando o bacilo opsonizado por fragmentos C3 que podem ser
reconhecidos por CR1 e CR3, receptores do complemento e, apds opsonizacao do
patégeno, o mesmo pode ser fagocitado por monécitos humanos (TYAGI et al.,
1990). Esses experimentos in vitro sugerem que a ativagéo in vivo do sistema
complemento pode ser critica para controlar tanto a carga de bacilos nos tecidos
guanto os complexos imunes em circulacdo encontrados na forma mais grave da
hanseniase (GOMES et al., 2008). Entretanto, MERLE et al. (2015) demonstrou
que a ligacdo de CR1 em alvos revestidos por C3b para fagocitose néo é suficiente
para que a mesma ocorra. Porém, a ligacdo de CR1-C3b aprimora a fagocitose
mediada por FcyR de alvos carregados de IgG e C3b. Adicionalmente, os estudos
em questdo tendem sempre a reportar a capacidade de CR1 em facilitar a
fagocitose de patdégenos e até o momento a descricdo de CR1 em células néo
apresentadoras de antigenos permanecem de maneira escassa.

O CR1 na superficie de células B se liga aos componentes do complemento
C3b e C4b, atuando como um cofator para facilitar sua clivagem pelo fator | ao
iC3b, um substrato para CR2 (CD21) e iC4b, respectivamente (MASAKI et al.,
1992). Enquanto o CD21 promove a ativagdo das células B, o CD35 tem um efeito
antagonico, suprimindo a ativacéo e proliferacdo das células B (JOZSI et al., 2002).
No estudo de RODGAARD et al. (1991) demonstrou que pessoas saudaveis
apresentavam CR1 expresso na superficie de linfécitos T CD4* e T CD8*; e que
esta expressao ocorria em cerca de 8% dos linfocitos T, tendo esta expressao
possivelmente regulada.

Wagner et al. (2006) demonstraram que o tratamento de células T humanas
periféricas ndo separadas e ativadas por CD3 durante cinco dias, e, com anticorpo
anti-CR1 induzia fungbes reguladoras negativas associadas a diminuicdo da

proliferacdo. TOROK et al. (2015) demonstrou que o envolvimento de CR1 em
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células Th ativadas via CD3 isoladas, seja por seu ligante natural ou por anticorpos
especificos de CR1, elevaram os niveis de CD11a e CD25, bem como a expressao
de granzima B. Além disso, 0s mesmos autores mostraram que a ligagdo do CR1
aumenta a producao de IL-10 e reduz a liberacédo de IFNy pelas células T CD4* na
presenca de IL-2. Dessa maneira, a inibicdo mediada por CR1 da proliferacdo de
células T descrita por Wagner et al. (2006) possivelmente foi mediada pelas células
Treg produtoras de IL-10 e pela auséncia de IL-2.

Ha evidéncias de que C3, ligante de CR1, desempenha um papel critico no
aprimoramento das respostas das células T a uma infeccdo bacteriana intracelular,
promovendo a expansdo proliferativa de células T CD8* desencadeadas por
antigeno. Esse conceito foi proposto por NAKAYAMA (2009) com modelo de
infeccdo por Listeria monocytogenes, a bactéria causadora da listeriose.

Nossos resultados, sobre a expressdo de CR1 em linfécitos TCD8*,
apresentaram uma marcada reducéo da densidade molecular desses receptores
nos pacientes acometidos por hanseniase (MB e DL) quando comparados aos
controles (Figura 12). Nossa hipotese € que essa marcada reducao de expressao
nos individuos acometidos pela hanseniase pode estar ajudando a reduzir a
responsividade de células T, ja que pouco CR1 estaria se ligando a C3, e
consequentemente, evitando o favorecimento da ativacdo da cascata do
complemento.

O CD35 (CR1) em Células T foi envolvido com a redugdo das taxas de
proliferacdo e secrecdo de IL-2, bem como manter a célula em fase G1, o que
acarreta numa inibicao da proliferacdo celular de linfécitos T (Wagner et al., 2006).
Kolev e colaboradores (2013) demonstraram que iC3b que se liga a CR1 s6 pode
ser gerado subsequentemente ap0s a geracdo e ativacdo de C3b, o qual é
necessario para a estimulacédo de CD46 (receptor inibidor do complemento) e a
inducdo de uma resposta Thl. Sugerindo assim, um modelo em que 0s primeiros
fragmentos de ativacdo do complemento, por exemplo C3a e C3b, sustentam o
modo efetor de células T, enquanto que os outros "produtos de degradacéo”
envolvem receptores com capacidade reguladora negativa. Os dados obtidos
guanto a densidade molecular de CR1 na superficie dos linfécitos T CD4* sao
consistentes com os descritos na literatura, ja que os individuos das formas mais
severas (MB) apresentaram uma marcada reducao da densidade molecular de CR1

quando comparados aos individuos das formas mais brandas e controles (Figura
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13E/F). A pouca quantidade de CR1 expresso na superficie dessas células pode
estar sustentando uma resposta de células T. Porém, isso ndo ocorre, uma vez
que na forma lepromatosa prevalece uma resposta humoral de produgéo de
anticorpos.

Os resultados referentes as células NKT e NK expressando CR1 séo inéditos
na literatura, dessa forma nossos dados sdo promissores uma vez que estamos
inferindo que os individuos acometidos pela hanseniase apresentam um aumento
do numero destas células expressando CR1 quando comparados aos controles
(Figura 14A e 15A). Adicionalmente, as células NKT apresentaram também um
aumento da expressdo de CR1 sobre sua superficie quando comparados aos
controles (Figura 14E). Sendo assim, possivelmente as células NKT e NK que
expressam o CR1 podem estar atuando em mecanismos que levem a progressao
da doenca. Isso precisa ser esclarecido futuramente, com a avaliacdo da producédo
de citocinas e dos mecanismos de citotoxidade dessas células durante o curso
clinico da doenca.

Jozsi et al. (2002) mostrou que o receptor CR1 era capaz de mediar a inibic&o
de proliferacdo de células B, ou seja, nossos resultados sobre os linfocitos B
(Figura 16) confirmam que CR1 diminuiu a proliferacdo dessas células, uma vez
que os individuos acometidos pelas formas MB apresentaram uma reducao do
namero de células B que expressam o CR1, bem como na densidade desses
recptores. Portanto, presumimos que essas formas terdo mais ativacao de linfécitos
B, 0 que pode levar a uma maior produgao de anticorpos.

Partindo desse pressuposto, as imunoglobulinas foram avaliadas nos
individuos infectados por M. leprae e controles. A resposta imune humoral
adaptativa € mediada por anticorpos secretados pelos linfécitos B. Os anticorpos
(também chamados imunoglobulinas) podem ser classificados em classes distintas,
ou isotipos, com base nas diferengcas em suas regides constantes da cadeia
pesada, permitindo-lhes desempenhar fungbes bioldgicas distintas, que podem
variar de benéficas como: neutralizar patogenos e manter a homeostase intestinal,
até prejudiciais como: envolvimento em distirbios autoimunes e alergias
(MARICHAL et al., 2013; GALLI et al., 2016). Estudos de respostas de anticorpos
concentram-se principalmente em sua utilidade como ferramenta soroldgica de
diagndstico, com pouca atencéo dada a esclarecer os niveis de isotipos e niveis de

subclasses em relagéo a patogénese de doencas (HUSSAIN; KIFAYET; CHIANG,
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1995).

Ferramentas de diagnostico para ajudar na detecgéo precoce da hanseniase
e fornecimento de tratamento adequado sdo de essencial necessidade, uma vez
gue visam interromper a progressao da doenca em direcéo as deficiéncias fisicas,
as quais os individuos podem desenvolver (GOULART et al. 2008). Atualmente, o
diagnostico imunolégico da hanseniase € tecnicamente inviavel, tornando
importante a necessidade de técnicas que possam ser sensiveis e rapidas para
detectar todas as formas clinicas e de testes que possam ser aplicados na area de
estudo (GELUK; DUTHIE; SPENCER, 2011, BAHMANYAR et al.,, 2016).
Considerando também a nossa hipotese de que a producdo de anticorpos seria
elevada uma vez que o CR1 estaria modulando uma ativacdo maior de células B,
uma vez que o CR1 estava sendo expresso em baixas quantidades. A dosagem de
isotipos e niveis de subclasses de anticorpos foram realizadas nesse trabalho como
intuito de entender a modulagcdo da producdo de anticorpos a respeito da
progressdo da doenca e até mesmo a utilizacdo de alguns subtipos de
imunoglobulinas como marcadores da progressao da doenga bem como possibilitar
futuramente para diagndsticos.

Em relacdo a producao de IgE, ja foi descrito na literatura que pacientes com
hanseniase apresentaram niveis séricos de IgE aumentados durante a infeccao por
M. leprae. Quando o individuo recebe o tratamento, ele tem seus niveis
estabilizados para niveis similares aos controles (ELLERTSEN et al., 2005). Niveis
totais séricos de IgE foram relatados como normais em pacientes com hanseniase
por alguns autores (GRABOSZ; DERBLOM; GODAL, 1973; LYNCH et al., 1983).
Mas também como elevados em todas as formas clinicas da hanseniase
(YOKOYAMA et al., 1979; SAHA; DUTTA; DAGUPGA, 1975;

PETCHCLAI et al., 1977; NUTI et al., 1982; SMITH et al., 1990), apenas na
forma virchowiana (WRIGHT et al., 1985) ou em pacientes recém diagnosticados
(Hamburguer et al., 1974).

Smith et al. (1990), ressalta que nenhuma outra infecgcdo bacteriana foi
relatada por promover a producdo de IgE, e € possivel que a hanseniase seja
peculiar devido ao envolvimento proeminente da pele, uma vez que nervos e pele
sejam acometidos pela doenca. Isso por si s6 pode causar um aumento policlonal
de IgE, como é o caso da dermatite atopica e outras doencas da pele
(YUNGINGER, 1988; BAHNA, 1989). Além dessa, a IgE pode desempenhar um
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papel dual, favoravel ou desfavoravel, na cronicidade da hanseniase.

Como o nivel de sintese de IgE € regulado por fatores produzidos pelas
células T que podem melhorar ou suprimir a sintese da mesma (ISHIZAKA, 1984),
a doenca, pelo menos do tipo virchowiano esta associada a producao suprimida da
citocina IFNy (NOGUEIRA et al., 1983). Essa ultima é responséavel por regular
negativamente a producao de IgE (DELPRETE et al., 1988). Dessa forma, nossos
resultados sobre IgE (Figura 18) foram divergentes aos encontrados por outros
autores na literatura, mesmo ndo tendo um consenso sobre a producdo dessa
classe de imunoglobulina na hanseniase. Porém, podemos entender que a baixa
producdo de IgE sobre as formas mais brandas (PB) comparadas aos controles
(Figura 18B) pode ser pelo fato da resposta Thl que essas formas possuem
predominantemente, onde h& elevada producao de IFNy, suprimindo a producao
de IgE. Quando comparamos os individuos que apresentam forma severas (MB)
aos PB, percebemos uma aumento da producgéo de IgE nessas formas, uma vez
que na forma virchowiana, os individuos apresentam majoritariamente uma
resposta do tipo Th2, a qual apresenta baixa produc¢éo da citocina IFNy, que pode
estar influenciando na alta producgéo de IgE.

O estudo de HUSSAIN; KIFAYET; CHIANG (1995) demonstraram que 0s
niveis de 1gG1, IgG2 e 1gGs, foram aumentados durante a infecgédo por M. leprae em
todo o espectro clinico da doenca. Adicionalmente, os autores relataram que 1gG1
e 1gGs possuiam uma relacdo com a carga bacteriana e que esses anticorpos
poderiam ser marcadores para a progressdo da doenca. Amorim et al. (2019)
mostraram que as formas multibacilares da hanseniase apresentaram uma maior
producéo de IgG1 quando comparados aos individuos paucibacilares, mas que a
IgG2 apresentou uma significante reducdo em seus niveis séricos quando
comparados a individuos contactantes. Nossos resultados sobre IgG: (Figura 19)
e 1gG2 (Figura 20) demonstraram que os individuos acometidos pela doenca
apresentaram niveis séricos de producdo dessas imunoglobulinas reduzidos no
decorrer do espectro da doenca, comparado a individuos controles, o que em
relagéo a IgG: é contrario ao descrito na literatura. Porém, a reducdo da producéo
de IgG1 nas formas mais severas (MB) € menor do que o observado nas formas
mais brandas (PB), o que mostra que por mais que diminua, ela poderia estar
relacionada a progressao da doenca ja que esperava-se que os individuos das LL

e DL tivessem uma maior producao desse anticorpo. Apesar disso, os dados sobre
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as 1gGz confirmam em parte os achados de Amorim et al. (2019). Nesse trabalho,
nos comparamos os individuos com a doenca sempre com individuos controles
saudaveis e essa reducdo foi observada somente na Figura 20B. Porém, mesmo
com essa variavel, os contactantes ndo deixam de ser pessoas que nado foram
diagnosticadas com a hanseniase, e mesmo sendo expostas elas conseguiram
apresentar valores séricos maiores, ou seja, diferentes aos observados em
individuos acometidos pela hanseniase. Este fato permite inferir que nossos dados
estejam de acordo com esse perfil dos individuos com hanseniase terem seus
niveis séricos de IgG2 reduzidos.

A mudanca de isotipo de IgG foi demonstrada por King e Nutman (1993) em
humanos experimentalmente pela utilizacdo de IL-4, o qual demonstrou que esta
citocina regula positivamente a troca de subclasse para IgGs4 e IgE. Em nossos
resultados para as 1gG4 (Figura 22A), podemos perceber que houve um marcado
aumento em seus niveis séricos de forma geral e quando avaliamos os dois
grandes grupos referentes as formas clinicas (Figura 22B). Os individuos das
formas mais severas da doenca (MB) apresentaram elevado nivel de producéo de
IgG4 aumento em relacdo aos controles e até mesmo em relagcéo as formas mais
brandas (PB), o que pode ser explicado pelo fato das formas LL e DL (Figura 22C)
apresentarem uma resposta preferencialmente do perfil Th2. Nesse contexto, a IL-
4 é altamente produzida por células T, o que acabam que regulam positivamente
para uma alta producéo de IgG4 nesses individuos, levando a um aumento desta
subclasse de imunoglobulinas de forma gradual de acordo com espectro clinico.
Sendo assim, apontamos para que novos estudos sejam realizados a fim de

embasar a ado¢ao de IgGa como marcador de progressao da hanseniase.
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CONCLUSAO

¢ Individuos portadores de hanseniase apresentam percentuais de linfocitos
totais e T diminuidos;

e O percentual de células imunes expressando CR1 apresentou-se diminuido
nos casos em relacdo aos controles em células B. Mas aumentados sobre NKT e
NK, sendo este dado inédito;

e A densidade de CR1 em células T CD4*, T CD8* e B, apresentou-se
diminuida, enquanto que para as células NKT foram aumentadas de forma
estatisticamente significante;

e A producéo de anticorpos apresentou-se de forma diminuida nos individuos
acometidos pela hanseniase, exceto a IgGa.

e 1gGa parece promissor como marcador de progressao da doenga. Seu uso
deve ser mais estudado para que no futuro possa contribuir com o manejo clinico

da doenca.

e A utilizacdo de CR1 como assinatura imunoldgica de valor prognostico.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
intitulada:

“Determinagéo da densidade molecular e polimorfismos genéticos de receptores
CR1 em células de individuos acometidos por diferentes formas clinicas da

hanseniase no municipio de Campos dos Goytacazes”.
A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

O motivo que nos leva a estudar o problema da hanseniase € o fato de
sabermos que nesta regido do estado do Rio de Janeiro esta doenca afeta muitas
pessoas, e em muitos casos com gravidade doentes. A pesquisa se justifica porque
tentando entender o que acontece no sistema imunolégico das pessoas com a
hanseniase e naquelas sem a hanseniase poderemos planejar melhor para lidar
com esta doenca, ou seja, podemos tratar os casos de forma diferente e
acompanhar como estdo evoluindo, por exemplo. A hanseniase pode causar
incapacidades fisicas irreversiveis quando o diagndéstico é tardio, pois esta doenca
atinge nervos. O objetivo desse projeto € avaliar a presenca e quantidade de uma
molécula do nosso sistema imunologico que é importante na defesa do nosso
organismo, chamada CR1. Além disso, estamos nos propondo a estudar o que
determina a nivel genético a variacao na quantidade desta molécula importante na
defesa contra a Mycobacterium leprae, 0 microrganismo que causa a hanseniase.
Estudando isso, poderemos no futuro ajudar aos médicos com proposta de
tratamento mais eficaz no combate a hanseniase e especifico para cada pessoa.
O procedimento de coleta de amostras de sangue sera da seguinte forma: durante
sua consulta médica, no Centro de Referéncia da Hanseniase, pertencente a
Secretaria Municipal de Saude, profissionais habilitados coletardo seu sangue em
tubos a vacuo, como ocorre huma coleta de sangue de rotina para fazer um
hemograma por exemplo. Sera coletado no total 30mL de sangue, equivalente a 3
tubos. Essas amostras irdo para Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) onde vao ser processadas para o estudo que explicamos acima.
DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS:

Existe um desconforto e risco minimo para vocé que se submeter a coleta
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do sangue para o estudo da hanseniase, sendo que se justifica pelo fato de que
poderemos ajudar a entender porque o sistema imunoldgico de uma pessoa ajuda

ela a ndo ter a doenca na sua forma mais severa e de outra n&o.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Em caso de vocé ter a doenca hanseniase diagnosticada clinicamente, vocé
serd acompanhado durante o periodo do tratamento. Vocé retornara ao meédico
dermatologista do Centro de Referéncia da Hanseniase de acordo como ele
determinar. Além disso, assisténcia lhe sera prestada quando vocé julgar

necessario voltar ao dermatologista durante o periodo de tratamento.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA
DE SIGILO:

Vocé serd esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé ¢€ livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é voluntéria e
a recusa em participar ndo ir4d acarretar qualquer penalidade ou perda de

beneficios.

Os pesquisadores e meédicos irdo tratar a sua identidade com padrbes
profissionais de sigilo. Os resultados do exame clinico, laboratorial da pesquisa e
quaisquer outros serdo enviados para vocé e permanecerdao confidenciais. Seu
nome ou 0 material que indique a sua participacdo nado sera liberado sem a sua
permissdo. Vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo. Uma via deste consentimento informado ser&a arquivada no
Laboratério de Biologia do Reconhecer da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro e outra sera fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPAQAO, RESSARCIMENTO E INDENIZAQAO POR

EVENTUAIS DANOS: A participacédo no estudo ndo acarretara custos para vocé e
nao sera disponivel nenhuma compensacao financeira adicional, visto que a coleta
das amostras de sangue a serem utilizadas nesta pesquisa ocorrerdo na ocasiao
da sua ida ao Centro de Referéncia da Hanseniase para consulta médica. Portanto,
sua participacdo ndo acarretara custos extras pra vocé, mas caso vocé venha a ter
qualquer despesa extra como consequéncia da sua participacdo nesta pesquisa,

tais como transporte, alimentacdo e hospedagem vocé sera ressarcido.

DECLARAGCAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA 84



PARTICIPANTE: Eu, fui

informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas
informacdes e mudar minha deciséo se assim o desejar. A professora Alba Lucinia
Peixoto Rangel e Dr. Edilbert Pellegrini Nahn Junior certificaram-me de que todos

os dados desta pesquisa serao confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar o Dr. Edilbert ou a
Professora Alba nos telefones (22) 999839552 ou (22) 999 721 002 ou 2739 7255
ou ainda Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Campos
situado a Avenida Alberto Torres, 111 Centro, Campos dos Goytacazes RJ (22)
2101-2929.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas. Ainda, fui informado que este termo foi elaborado
em duas Unicas vias, tendo sido uma via entregue a mim e a outra via ficado em

posse dos pesquisadores responsaveis pela pesquisa.

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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