©

Universidade
Estadual de Goias

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
APLICADAS A PRODUTOS PARA SAUDE

ISABELA LEITE ARAUJO

INVESTIGACAO DO PERFIL DA CITOCINA TH17A E OUTRAS CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS EM PACIENTES COM HANSENIASE

Anépolis
2018




ISABELA LEITE ARAUJO

INVESTIGACAO DO PERFIL DA CITOCINA TH17A E OUTRAS
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EM PACIENTES COM HANSENIASE

Dissertagcéo de Mestrado
apresentada ao Programa de Pos-
Graduagéo em Ciéncias Aplicadas
a Produtos para Saude da
Universidade Estadual de Goias
para obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias Aplicadas a
Produtos para Saude.

Orientador: Dr. Lucas Henrique
Ferreira Sampaio

Anépolis
2018




Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UEG

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

LING2

Leite Aradjo, Isabefa

INVESTIGAGAO DO PERFIL DA CITOCINA TH17A E QUTRAS
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EM PACIENTES COM
HANSENIASE / Isabela Leite Aratijo; orientador Lucas Henrique
Ferreira Sampaio. — Anapolis, 2018.

28 p.

Dissertacdo (Mestrado - Programa de Pés-Graduagéo Mestrado
Académico em Ciéncias Aplicadas a Produtos para Satde) —
Campus-Anapolis CET, Universidade Estadual de Goias, 2018.

1. Mycobacterium leprae. 2. IL-17. 3. reagdes hansénicas. |.
Henrique Ferreira Sarmpaio, Lucas, orient. Il. Titulo.




} Isabela Leite Aratjo
|
i
ﬁ
l

“Investigaciio do perfil de citocina Th 17 e outras citocinas pro-
. Yir e . ,
inflamatérios em pacientes com hanseniase ”

|
|

Dissertagdo defendida no Programa de Pés-Graduagio stricto sensy
em Ciéncias Aplicadas a Produtos para Satide da Universidade Estadua?™de
Goids, para a obtengdo do titulo de Mestre, aprovada em 28 de setembr8°de

2018, pela Banca Exallninadora constituida pelos seguintes professores
|

|
~~ L
of Dr. Lucas Henrique F’e}reﬁmmpalo
| Presidente da Banca
UEG

|

{
|
|

|

4 &~

7 "
/] Nl / &
R / . e

\/

Profa. Dra. Thais Leite Nascimento
Membro Interno
CAPS

|
|
|
l
l

I’)rof. Dr. Leonardo Luiz Bo;?es

? Membro Externo

J UEG

|
|
|



Dedico este trabalho aos meus pais,
Hélio e Meyre, por todo apoio
nesses anos, por acreditarem na
minha capacidade e vivenciarem
esse sonho ao meu lado. Aos meus
irmaos Diogo e Daniela que sempre
se alegram das minhas conquistas.
Ao Marco Aurélio por todo incentivo,
apoio, carinho, amor e paciéncia. A
minha querida tia Regina que foi
minha fonte de inspiracdo. A minha
recém-falecida e amada vovo
Chiquita, quem eu dividi meu

cuidado com o estudo.



AGRADECIMENTOS

Meu agradecimento primeiramente a Deus, pois 0 mestrado ndo seria
possivel se ndo fosse pela vontade D’Ele. Sentir Sua presenca, amor e
carinho nesses dois anos de estudo foram fundamentais. Pai, obrigada por

tudo que me proporcionou.

Aos meus pais, Hélio e Meyre, a confianca que depositaram na minha
vontade e capacidade de crescer e buscar o melhor para minha vida foi
crucial para a concretizacdo desse sonho. A cada amanhecer e anoitecer, a
cada estudo e a cada vitoria, vocés sempre estiveram ao meu lado. Tudo
que eu sou é fruto do esforco e trabalho de vocés. Essa conquista ndo é
minha, é de vocés. Nada que eu escreva sera suficiente para agradecer a

dedicacédo e abdicacdo que tiveram para a minha felicidade. Obrigada.

Aos meus irmaos Diogo e Daniela que sdo minha fonte de inspiracao
e meu exemplo de tenacidade a ser seguida. Agradeco por sempre me
apoiarem e vibrarem com minhas conquistas. Ao Marco Aurélio, quem eu
descarreguei todo meu cansaco. Nos bracos dele encontrei o alivio de todos
0os problemas. Foi meu reflugio e protecdo. Nao tenho palavras para
agradecer por toda paciéncia, amor e cuidado comigo nesse periodo.

Dr. Lucas Sampaio, meu exemplo de professor, pesquisador e
humano. A cada orientacdo a surpresa de uma brilhante capacidade
profissional. A cada encontro a descoberta de um ser humano formidavel,
uma mistura de razdo e coracao. Professor Lucas me moldou com seu total
potencial e destreza. Serei eternamente grata por todo conhecimento
repassado e por me fazer acreditar que eu conseguiria. A influéncia de um

bom professor jamais pode ser apagada.

As professoras Dra Thais Leite e Dra Patricia Lima pela colaboracio
nas melhorias da minha dissertacdo na banca de qualificacdo. O toque
feminino e delicado de cada conselho foi fundamental para a finalizagdo do

mestrado.



Aos meus colegas de mestrado. Os dias foram dificeis, varias horas
de estudo juntos e alguns trabalhos desenvolvidos. InUmeras mensagens de

carinho e no final a certeza de que todo esfor¢o valeria a pena.

Aos professores e funcionarios do CAPS/ UEG pelo trabalho e

competéncia.

Vi



SUMARIO

SUMARIO . ...ttt ViI
TABELAS, FIGURAS E ANEXOS ... .o VIII
SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS ......ooviieceeeece e, VI
RESUMO ... e e et e et e e e et e e et e e e e e e eaans Xl
AB ST R A T e e e e e e aee Xl
(LN RERI0] 516 107:X 0 TR 1
2 OBUIETIVOS ..t e e e e e e e e e 3
2.1 OBUIETIVO GERAL....cetieittiiieaaitteeeeatieeeesantteeesstaeeeeaasteeeesanbeseeessnnneeesanneeeaens 3
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt tiutiieeeatieeeeaasteeeessnsaeeeesssseeesssssesessnssseesssnsseesens 3
BIMETODO(S) ..eeivie ittt ettt e ettt et e st s et e e et e e et e et e et e areesraeaneas 4
3.1 GRUPO DE ESTUDO...cccttuueeieettieeatesttiaaeseessia s e e seessis s e eseessn s aeeeessnanaeeeennes 4
3.1.1 Grup0 de PACIENLES.....ccvuuiieeeeeiie et e e e e 4
3.1.2 Critérios de iNCIUSEO .....ccoviiiiieieiaiiiie e 4
3.1.3 CriteriosS d€ EXCIUSEO........ceeiiieeeeeiiiiei e e 5
3.2 CONSULTA CLINICA, ENTREVISTA E COLETA SANGUINEA......coiiviiiinieiieeneenenn, 5

3.3 DETERMINAGAO DA REATIVIDADE POR ESTIMULO DE CELULAS

MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO - PBMC ... 6
3.4 ENSAIO MULTIPLEX DE CITOCINAS .....utvtteiiuteeeeeaiieeeesasteeeesssneeessannneessannneesess 6
3.5 ANALISE ESTATISTICA .otuuieiiitttieeeeeeetiea e et et e e et e e e e ent s e e e eenn e neeeennes 7
3.6 ASPECTOS ETICOS  ..tttteitttieesautueeesatieeeesantseeesasaeeessasseeessanssesessannseessansseeeess 7
A RESULTADOS ... oot e e e e e e e e e e e e eans 8
5 DISCUSSAD ..ottt 13
B CONCLUSOES. ...ttt 17
REFERENCIAS ...ttt 19

Tabelas, figuras e anexos Vil



TABELAS, FIGURAS E ANEXOS

Figura 1. Andlise quantitativa de IL-17A com ensaio Multiplex de citocinas
apés cultura de PBMC estimuladas com antigeno M. leprae
K50 ] 0% To [ 1SR 09

Figura 2. Andlise quantitativa de IFN-y com ensaio Multiplex de citocinas
apés cultura de PBMC estimuladas com antigeno M. leprae

LYo ] g [To7= Lo [0 TRUUNTE TR TR 10

Figura 3. Analise quantitativa de IL-13 com ensaio Multiplex de citocinas
apés cultura de PBMC estimuladas com antigeno M. leprae

LYo ] g1 (67 1o [0 JURURE TR 11

Figura 4. Andlise quantitativa de IL-12 com ensaio Multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimuladas com antigeno M. leprae

LYo ] g1 [67=To [0 FURUUR TR TP 11

Figura 5. Analise quantitativa de IL-4 com ensaio Multiplex de citocinas apos
cultura de PBMC  estimuladas com  antigeno M. leprae

LYo ] g1 [67=To [0 UUUUR TR TR 12

Figura 6. Analise quantitativa de IL-10 com ensaio Multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimuladas com antigeno M. leprae

SONUCAUD. . ..o e e 12

Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo com hanseniase e

== Tor= ToJ o F= T EY= ] o (k- USSP 09

Tabelas, figuras e anexos Vil



SiIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

BAAR - Bacilo Alcool Acido Resistente

BB - Borderline Borderline

BL - Borderline Lepromatosa

BT - Borderline Tuberculoide

CO:2 - Di6xido de carbono

CRDT - Centro de Referéncia em Diagnadstico e Terapéutica
DNA - Acido desoxirribonucleico

DO - Densidade Optica

ELISA - Enzyme — linked immunosorbent assay

ENH - Eritema Nodoso Hansénico

FcR - Receptor Fc

HIV - Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
HNP - Hanseniase Neural Pura ou Primaria

IB - indice Baciloscépico

IFN-y — Interferon gama

IgM - Imunoglobulina M

IL - Interleucina

LB - Linfocito B

LL - Lepromatosa

LTCDA4+ - Linfécitos TCD4+

LTCD8+ - Linfocitos TCD8+

M. leprae - Mycobacterium leprae

MB - Multibacilar

MDT - Multidrogaterapia

MHC - Major Histocompatibility Complex (Complexo Principal de
Histocompatibilidade)

MLCS - M. leprae Cell sonicate (Sonicado Celular de M. leprae)
NK - Célula Natural Killer

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

Simbolos, siglas e abreviaturas X



PB - Paucibacilar

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cell (Célula Mononuclear do Sangue
Periférico)

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
PGL 1 - Phenolic glycolipid - | (Glicolipideo Fendlico I)

PQT - Poliquimioterapia

PRR - Receptores de reconhecimento de padréao

RORC - Retinoic acid related orphan nuclear hormone receptor C
RORyT- Fator de transcricdo RORIT

RPMI - Meio de cultura celular Roswell Park Memorial Institute

RR - Reagéo reversa

RT1 - Reagdo Tipo 1

RT2 - Reacéo Tipo 2

STAT3 - Fator de transcricdo STAT3

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TGF-B - Transforming Growth Factor Beta (Fator de Crescimento e
Transformacédo Beta)

Th1l - Linfécitos T Helper tipo 1

Th17 - Linfécitos T Helper tipo 17

Th2 - Linfécitos T Helper tipo 2

TLR - receptores do tipo Toll-like

TLR1-TLR2 - Receptores do tipo Toll-like 1 e receptores do tipo Toll-like 2
TNF- o -Fator de Necrose Tumoral do tipo a

Treg - Células T reguladoras

TT - Tuberculoide

U - Unidades

Simbolos, siglas e abreviaturas



RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa crbnica caracterizada por
manifestacbes dermato-neuroldgicas. Na hanseniase o0s pacientes séao
clinicamente classificados em dois grandes grupos como paucibacilares (PB)
e multibacilares (MB). Os pacientes PB apresentam polarizacdo da resposta
imune para Thl, com forte resposta celular e destruicdo do bacilo. Pacientes
MB polarizam a resposta imune para linfocitos Th2 com formacgdo de
anticorpos, ndo havendo destruicdo da bactéria, levando a uma forma
descontrolada da doenca. As reacfes hansénicas normalmente surgem
apos o inicio da poliquimioterapia (PQT) como resultado de uma resposta
imune exacerbada dos individuos PB e MB. Essas reacgfes comumente
causam danos permanentes nos pacientes e elas classificam-se em Reacéo
Tipo 1 (RT1) ou Reacdo Reversa (RR) e Reacdo Tipo 2 (RT2). Outra
subpopulacdo de células TCD4+, Thl7, e sua respectiva citocina de
assinatura, a IL-17A, podem apresentar resposta relevante na patogenia da
hanseniase. Porém, existem poucos estudos que tentam descrever a funcéo
da Th17 na hanseniase. Além disso, algumas dessas pesquisas apresentam
resultados contraditorios, por isso € importante a realizacdo de novos
estudos que tentem elucidar melhor a funcéo das células Th1l7 na doenca de
Hansen. O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de vérias citocinas,
especialmente aquelas relacionadas ao padrdo imunolégico da Thl7, em
pacientes com hanseniase e reacdo hansénica. Nossos resultados
demonstram que a IL-17, IL-1B, IL-12 e INF-y, citocinas pro-inflamatorias,
apresentam-se elevadas em pacientes PB e principalmente em individuos
com RT1 e RT2. Ao contrario dessas, as citocinas anti-inflamatérias IL-4 e
IL-10 apresentaram-se elevadas em MB e diminuidas em PB, RT1 e RT2. A
resposta imune exagerada com potencial lesivo observada nos pacientes
com episédios hansénicos pode ser justificada pelo aumento de IL-17A. Esta
interleucina é altamente inflamatéria, o que leva a um aumento no
recrutamento de neutrofilos com consequente dano tecidual.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, IL-17, reacdes hansénicas.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease characterized by dermato-
neurological manifestations. Leprosy patients are clinically classified into two
large groups as paucibacillary (PB) and multibacillary (MB). PB patients
present a polarization of the Thl immune response, with a strong cellular
response and destruction of the bacillus. MB patients polarize the immune
response to Th2 lymphocytes with antibody formation, and there is no
destruction of the bacterium leading to an uncontrolled form of the disease.
Leprosy reactions usually occur after initiation of multidrug therapy (MDT) as
a result of an exacerbated immune response of PB and MB individuals.
These reactions commonly cause permanent damage to patients. They are
classified as Type 1 Reaction (RT1) or Reverse Reaction (RR) and Type 2
Reaction (RT2). Another subpopulation of CD4 + T cells, Thl7 and its
respective signature cytokine, IL-17A, may present a relevant response in the
pathogenesis of leprosy. However, there are few studies attempting to
describe the role of Th17 in leprosy. In addition, some of these studies have
conflicting results, therefore it is important to carry out new studies that try to
better elucidate the function of Th17 cells in Hansen's disease. The objective
of this work was to analyze the profile of several cytokines, especially those
related to the Th17 immunological pattern, in patients with leprosy and
leprosy reaction. Our results demonstrate that inflmmatory cytokines, IL-17,
IL-1B, IL-12 and INF-y, are elevated in PB patients and especially in
individuals with RT1 and RT2. In contrast, IL-4 and IL-10 anti-inflammatory
cytokines were elevated in MB and decreased in PB, RT1 and RT2.The
exaggerated immune response with harmful potential observed in patients
with leprosy episodes can be justified by the increase of IL-17A. This
interleukin is highly inflammatory which leads to an increase in neutrophil
recruitment with consequent tissue damage.

Key-words: Mycobacterium leprae, IL-17, leprosy reactions.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium leprae e caracterizada por sinais e sintomas dermato-
neurologicos com lesbes de pele apresentando distarbios de sensibilidade
tatil, térmica e dolorosa. A doenca esta associada ao estigma social e a
discriminacdo por parte da sociedade devido a falta de informacfes basicas
como a forma de transmisséao, cura, tratamento, sinais e sintomas (RIDLEY,
1955; SCOLLARD, 2005). A hanseniase € uma doenca espectral cujas
manifestacdes clinicas dependem da resposta imune do paciente. Pacientes
paucibacilares apresentam forte resposta imune celular com formagéo de
granuloma e fraca resposta humoral com a presenca de anticorpos. Por
outro lado, pacientes multibacilares apresentam resposta imune celular fraca
ou ausente e forte resposta humoral (SIELING et al, 1993).

Na década de 1990, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estabeleceu a classificacdo da hanseniase em dois grupos de acordo com o
namero de lesdes: pacientes paucibacilares (PB) e pacientes multibacilares
(MB). Sob o ponto de vista clinico, séo classificados como PB os pacientes
que apresentam de uma a no maximo cinco lesdes de pele, em placas,
geralmente pequenas, localizadas e bem delimitadas. Ja os pacientes MB
apresentam mais de cinco lesbes de pele espalhadas pelo corpo (WHO,
1994).

Apesar de raramente evoluir para o 0bito, durante o curso crénico da
doenca, podem surgir episédios inflamatérios denominadas reacgles
hansénicas ou episddios reacionais. As reacdes ocorrem devido a interagédo
do sistema imune do individuo com o M. leprae e podem se desenvolver
antes, durante ou apés o inicio do tratamento farmacoldgico. As reacdes
hansénicas sao classificadas em Reacao Tipo 1 (RT1) ou Reversa (RR) e
Reacdo Tipo 2 (RT2), geralmente com manifestacdo clinica de Eritema
Nodoso Hansénico (ENH). As reacBes hansénicas sdo as piores

complicacdes clinicas que o paciente pode apresentar. Tanto a hanseniase
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quanto as reacdes hansénicas possuem tratamento e podem evoluir para
cura (SCOLLARD, 2006).

Recentemente tem sido descrito em diversas patologias um subtipo
de linfocito TCD4+, a célula Thl7 (SAKAGUCHI, 2004). Este linfécito é
responséavel pela secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias como interleucina-
17A (IL-17A), interleucina-17F (IL-17F) e interleucina-22 (IL-22) produzidas
em diversos processos patologicos. O aumento dessas citocinas pode
contribuir para a inflamacéo das lesdes e destruicdo tecidual (EISENSTEIN
& WILLIAMS, 2009; TORRADO & COOPER, 2010). A descoberta das
células Th1l7 permite a realizacdo de novos estudos afim de se analisar a
influéncia dessas células na imunopatogenia das doencas (SANTOS et al.,
2017; SAINI et al., 2016; NEGERA et al., 2017).

A pesquisa acerca da resposta imune celular do paciente contra o
bacilo do Mycobacterium leprae € de suma importancia para o conhecimento
da imunopatogenia da hanseniase. Varios estudos caracterizam as células
Thl7 e as citocinas produzidas por esses linfécitos em resposta a
hanseniase (ALMEIDA-NETO et al., 2014; SAINI et al., 2016; SANTOS et
al., 2017; SAINI et al.,, 2017). No entanto, ainda ndo existe um consenso
sobre a real funcdo dessas citocinas nas diferentes formas clinicas da
hanseniase e nas reacdes hansénicas. Por isso € importante a realizagdo de

estudos que tentem explicar a funcéo dessas células na doenca.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral
Analisar o perfil das principais citocinas relacionadas ao padrao

imunoldgico, incluindo as da célula Th17 na hanseniase.

2.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar as principais citocinas pro-inflamatorias nas diferentes
formas de hanseniase e rea¢des hansénicas, produzidas em resposta ao
antigeno bruto do M. leprae;

e Verificar a producéo de citocinas especificas das células Th17 nos
pacientes com hanseniase e rea¢cfes hansénicas;

e Comparar as respostas de citocinas nas diferentes formas de
hanseniase e reacfes hansénicas;

e Analisar o perfil das citocinas pro-inflamatorias nas diferentes

formas de hanseniase e rea¢des hansénicas;
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3 METODO(S)

3.1 Grupo de estudo

3.1.1 Grupo de pacientes

Para a analise do niamero de citocinas no sangue periférico foram
recrutados quatro grupos de estudo, sendo que a distribuicdo do sexo dos
pacientes foram escolhidos ao acaso:

Os grupos 1 e 2 eram constituidos por pacientes com hanseniase PB
(n=10) e MB (n=10), respectivamente. O recrutamento desses pacientes foi
realizado no Centro de Referéncia em Diagndstico e Terapéutica (CRDT) e
no Hospital Anuar Auad, Goiania, Goias, Brasil, no periodo compreendido
entre janeiro e dezembro de 2016.

Os grupos 3 e 4 foram compostos por pacientes com reacdo RT1 e
RT2, respectivamente, com n=10 em cada grupo. Todos os pacientes RT1 e
RT2 foram submetidos a exames dermato-neuroldgicos e classificados por
um dermatologista com experiéncia em diagnostico de hanseniase. O
recrutamento de pacientes com reacao foi realizado em Unidades Basicas
de Saude e Terapéutica e no Hospital Anuar Auad, Goiania, Goias, Brasil, no
periodo compreendido entre fevereiro e dezembro de 2016. Todos o0s
pacientes com reacdo estavam em multidrogaterapia (MDT). As amostras

foram coletadas durante a ocorréncia do episddio reacional.

3.1.2 Critérios de incluséo

Grupo 1 (PB): Pacientes paucibacilares classificados como TT e BT,
segundo critérios clinicos e histopatoldgicos de Ridley & Jopling (1966).
Foram recrutados para este estudo pacientes com hanseniase PB recém-
diagnosticados e virgens de tratamento especifico para hanseniase.

Grupo 2 (MB): Pacientes multibacilares, classificados como BB, BL,
ou LL, segundo critérios clinicos e histopatolégicos de Ridley & Jopling
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(1966). Foram recrutados para este estudo pacientes com hanseniase MB
recém-diagnosticados e virgens de tratamento especifico para hanseniase.

Grupos 3 (RT1): Individuos com episodio reacional tipo 1,
classificados segundo critérios clinicos e histopatologicos de Ridley (1969).
Foram recrutados para este estudo pacientes com reacdo hansénica tipo 1,
durante tratamento com MDT.

Grupo 4 (RT2): Individuos com episddio reacional tipo 2, classificados
segundo critérios clinicos e histopatologicos de Ridley (1969). Foram
recrutados para este estudo pacientes com reacdo hansénica tipo 2, durante

tratamento com MDT.

3.1.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes com hanseniase classificados
com a forma indeterminada ou neural pura; individuos com sorologia
sabidamente positiva para HIV; gestantes e pacientes com idade inferior a

dezoito anos.

3.2 Consulta clinica, entrevista e coleta sanguinea

Todos os pacientes com hanseniase foram submetidos a avaliacéo
dermatoneuroldgica e testes de sensibilidade tatil, térmica e dolorosa. Os
testes de sensibilidade e a avaliagdo dermatoneuroldgica foram realizados
por um dermatologista com comprovada experiéncia em diagnéstico clinico
de hanseniase.

ApoGs a avaliagdo clinica e explicagdo sobre estudo, os voluntarios
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e
responderam a um questionario padronizado para a obtencdo de dados
sécio-demograficos. Em seguida realizou-se a coleta de sangue por puncao
venosa em tubos secos (BD Vacutainer® - Franklin Lakes, NJ, USA) e em

tubos com heparina (BD Vacutainer® - Franklin Lakes, NJ, USA).
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3.3 Determinacdo da reatividade por estimulo de células

mononucleares de sangue periférico - PBMC

Culturas de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
foram preparadas a partir de sangue venoso total heparinizado nao diluido.
Para a separacdo das PBMC, o sangue total foi diluido em solucdo salina
0,9% esteéril (1:2) em seguida pipetado cuidadosamente em 3 vezes 0
volume em solugcdo de FicollPaqueTM (AmershamBiosciences) sendo
posteriormente centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos a 4 °C formando
assim uma interface entre os liquidos (anel branco), em que foi coletado o
anel leucocitario usando pipeta pasteur. Apos a transferéncia para um novo
tubo de poliestireno foi adicionado salina 0,9 %, e os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm a 4 °C. As PBMC foram, entdo,
ressuspensas em RPMI-1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com
50000 U de penicilina/estreptomicina (BioW hittaker, Walkerville, MD) e 10 %
de soro humano inativado pelo calor (Valley Biomedical Inc., Winchester,
VA) e 2 x 10° células foram adicionadas a cada poco de uma placa de 96
pocos (200 pl volume total por pogco - Corning Inc., Corning, NY) e
estimuladas com antigeno da parede do M. leprae sonicado (MLCS). Apés 3
dias de incubagéo a 37 °C, 5 % COz, entdo ~ 100ul de sobrenadante foram
recolhidos e armazenados a — 20 °C até realizacdo de ensaios da andlise
multiplex de citocinas. Para cada ensaio, as estimulagdes foram conduzidas

com 1 ml de MLCS a uma concentragéo de 10 ug/ml.

3.4 Ensaio Multiplex de citocinas

O plasma proveniente do ensaio de PBMC estimulado individualmente
com as proteinas brutas do M. leprae foi utilizado para dosar em pg/ml a
concentracdo de seis citocinas: IL-13, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A. Estas
citocinas foram dosadas mediante tecnologia Multiplex usando kit
customizado produzido pela Bio-Plex Pro™ Human Th17 Cytokine Panel
Plex, Fremont, CA, em aparelho Luminex 100® (Bio Rad, Hercules, CA) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Neste ensaio o limite de deteccéo

de cada citocina é de 1pg/ml.
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3.5 Andlise estatistica

O software GraphPad Prism v.7 foi utilizado para o célculo da
mediana e valores médios de DO e para realizacéo dos graficos box plot. A
significancia estatistica foi avaliada pela andlise de Kruskal-Wallis para
comparacado de grupos multiplos e Mann-Whitney U para comparagao entre
dois grupos. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando valores de p < 0,05 foram obtidos.

3.6 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas
(CEP)/UFG e Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (protocolo
#12962). Todos os participantes foram informados sobre os objetivos do
estudo e os procedimentos envolvidos e, em seguida, foram incluidos
somente apods a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
de acordo com a Resolucéao 196/1996 do Conselho Nacional de Saude, com
as alteracdes 466/2012 e 510/2016.
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4 RESULTADOS

O presente estudo avaliou um total de 40 participantes (Tabela 1).
Desses, 20 eram portadores de formas polares da hanseniase e 20 de
reacdes hansénicas. Dos 40 pacientes que participaram dos grupos de
estudo, 19 (47,5%) eram do sexo feminino e 21 (52,5%) do sexo masculino.

O grupo PB foi constituido por quatro pacientes do sexo masculino e
seis do sexo feminino. O grupo MB foi constituido por quatro individuos do
sexo masculino e seis do sexo feminino. O grupo RT1 foi composto por 10
pacientes, sendo cinco de cada sexo. Ja para o grupo RT2 foram recrutados
seis homens e quatro mulheres. A idade variou de 18 a 86 anos nos grupos
de estudo com média de 49,7 (x 15,7). A diferenca entre essas médias néo
se mostrou significativa (p = 0,2505). As medianas de idade dos grupos de
estudo distribuidos de acordo com o diagndstico clinico foram: PB 36,8
(variacdo de 19 a 78 anos); MB 38,0 (variacdo de 18 a 81 anos); RT1 37,1
(variacédo de 18 a 77 anos); RT2 37,5 (variagao de 19 a 86 anos). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as medianas de idade para os
grupos, com p = 0,6873.

No grupo dos pacientes com hanseniase PB, todos apresentaram
baciloscopia negativa, sendo sete classificados como forma BT e trés
classificados como TT, segundo critérios de Ridley-Jopling. Para o grupo de
pacientes com hanseniase MB a mediana do indice baciloscépico foi 2,1.
Sete individuos foram classificados como forma BL e trés como LL, segundo
critérios de Ridley-Jopling. A mediana do indice baciloscopico no grupo RT1
foi igual a 0,5 (variagdo de 0 a 2) e no grupo RT2 de 2,1 (variacdo de 0,5 a
3,0). Do grupo RT1, dois foram classificados como BL, um paciente BB e 7
individuos BT. Em RT2, cinco foram classificados como LL e cinco

individuos classificados como BL.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo com hanseniase e
reacao hansénica.

Sexo
N° de Média de
pacientes Idade F/IM IB Ridley-Jopling
PB 10 36,8 (18-63) 6/4 Negativo 7BT/3TT
MB 10 38 (19-78) 6/4 2,1 (0,5-3) 7BL/3LL
2BL/1BB/7
RT1 10 37,1 (19-65) 5/5 0,5 (0-2) BT
RT2 10 37,5 (20-76) 4/6 2,1 (0,5-3) 5LL/5BL

F - feminino; M - masculino; PB — paucibacilar; MB — multibacilar; TT - forma
tuberculdide; BT- forma borderline-tuberculdide; BB - forma borderline-
borderline; BL - forma borderline-lepromatosa; LL - forma lepromatosa; IB —
indice baciloscopico; n.a.- ndo aplicavel. A idade e o indice baciloscépico
estdo expressos em mediana (minimo-maximo).

As andlises multiplex de citocinas mostram que os pacientes PB
apresentaram maior resposta de IL-17A que os pacientes MB, com uma
meédia de 37,44 pg/ml para PB e 27,93 pg/ml em MB. No entanto, os
pacientes com RT1 e RT2 apresentaram valores significativamente maiores
gue pacientes PB e MB, com uma média de 50,58 pg/ml e 49,68 pg/ml,
respectivamente. A analise de IL-17A entre os pacientes PB, RT1 e RT2 foi
estatisticamente significante com p=0,0245 e p=0,0155, respectivamente. A
resposta de IL-17A do grupo MB comparada com a dos pacientes com RT1
e RT2 também foi estatisticamente significativa com p=0,0003 e p=0,0001,
respectivamente. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
RT1 e RT2. Os resultados de IL-17A estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Andlise quantitativa de IL-17Allcom ensaio multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado.
n=10; PB- Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reac&o Tipo 1; RT2- Reacédo
Tipo 2; IL-17A - Interleucina 17A.
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As analises de IFN-y mostram que o grupo de pacientes com maior
resposta foi 0 RT1, com média de 69,6 pg/ml. A resposta de IFN-y dos
pacientes RT1 foi significativamente maior que os pacientes RT2 e MB,
ambos com p<0,0001. O segundo grupo com maior resposta de IFN-y foi o
PB, com média de 60,4 pg/ml. N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre RT1 e PB. Porém a resposta do grupo PB foi
significativamente maior que a de pacientes MB e RT2 (p<0,0001 e
p=0,0095, respectivamente). Os resultados de IFN-y estdo apresentados na

Figura 2.
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Figura 2: Andlise quantitativa de IFN-y com ensaio multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado.
n=10; PB- Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reac&o Tipo 1; RT2- Reacédo
Tipo 2; IFN-y— Interferon gama.

As analises de citocinas IL-1B mostram que os valores foram
significativamente maiores nos pacientes PB, com uma média de 48,45
pg/ml, quando comparados com MB, com p=0,0011. A resposta de IL-1 nos
pacientes PB foi significativamente maior que em RT2 e RT1, com p= 0,0005
e 0,0002, respectivamente. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa estatistica entre os pacientes MB, RT1 e RT2. Os resultados de

IL-1P estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Analise quantitativa de IL-1p com ensaio multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado.
n=10;PB- Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reacdo Tipo 1; RT2- Reacéo
Tipo 2; IL-13- Interleucina 1.

As analises de IL-12 mostraram valores maiores nos pacientes PB
com uma média de 39,03 pg/ml quando comparados com MB. Os valores
entre PB e MB foram diferentes estatisticamente, com p=0,0001. A
dosagem de IL-12 nos pacientes PB obteve um valor aproximado do grupo
de pacientes com RT1, este dltimo com uma média de 41,91 pg/ml. Os
valores de IL-12 entre os grupos PB e RT1 nao foram estatisticamente

diferentes. Os resultados de IL-12 estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Analise quantitativa de IL-12 com ensaio multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado.
n=10; PB- Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reac&o Tipo 1; RT2- Reacédo
Tipo 2; IL-12- Interleucina 12.

Analisando a resposta de citocina IL-4, verificou-se um valor
significativamente maior nos pacientes MB, com uma média de 59,13 pg/ml,
quando comparados com pacientes PB, com p=0,0001. A resposta de IL-4

nos pacientes com RT2 e RT1 foi significativamente menor que MB, ambos
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com p=0,0001. N&o foi observado diferenca significativa entre os pacientes

PB, RT1 e RT2. Os resultados de IL-4 estdo apresentados na Figura 5.

p=0,0001
1= 00001

p=0,0001

60- E

IL - 4 (pg/ml)

20-_&::_i %;

0 T T T T
® ¥ & ©

Figura 5: Analise quantitativa de IL-4 com ensaio multiplex de citocinas apés
cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado. n=10; PB-
Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reacéo Tipo 1; RT2- Reacao Tipo 2; IL-
4- Interleucina 4.

A resposta de IL-10 em pacientes MB e PB foi semelhante. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos MB e PB. Os
valores de PB sdo notadamente maiores que pacientes com RT1 e RT2,
ambos com p=0,0001. Pacientes MB também apresentaram valores de IL-10
superiores ao grupo de RT1 e RT2, ambos com p=0,0001. Os resultados
entre RT1 e RT2 foram diferentes estatisticamente com p=0,0011. Os

resultados de IL-10 estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Analise quantitativa de IL-10 com ensaio multiplex de citocinas
apos cultura de PBMC estimulada com antigeno de M. leprae sonicado.
n=10; PB- Paucibacilar; MB-Multibacilar; RT1-Reac&o Tipo 1; RT2- Reacédo
Tipo 2; IL-10- Interleucina 10.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo foi realizado com a finalidade de compreender a resposta
de citocinas das células Th1l7 nas formas clinicas da hanseniase e reacdes
hansénicas. A IL-17A é uma citocina pro-inflamatoria que induz uma
inflamacdo rica em neutréfilos e estimula a producdo de substancias
antimicrobianas. Os resultados mostram que o0s grupos RT1 e RT2
apresentaram valores de IL-17A maiores quando comparados com pacientes
PB e MB que ndo apresentam reacdo. Comparando 0s grupos, verifica-se
que os valores de IL-17A em RT1 s&o significativamente maiores que PB e
os valores dessa citocina em RT2 sdo maiores que MB. Este estudo estd em
conformidade com outras pesquisas em relagdo ao aumento de IL-17A nos
pacientes com episodios hansénicos. O estudo de Saini et al.,, (2016)
mostrou niveis aumentados dessa interleucina em pacientes com RR e ENL
quando comparados com PB e MB, respectivamente. Ainda assim, 0s
pacientes MB apresentaram 0s mais baixos niveis de IL-17A em
comparacdo com os outros grupos. O mesmo pbde ser verificado neste
estudo. As reacdes hansénicas sao episodios de agudizacdo e piora da
hanseniase. Elas sempre causam maiores danos teciduais, levando ao
aparecimento de deficiéncias, deformidades e desabilitagbes permanentes.
Nos episddios reacionais ocorre uma exacerbacdo da resposta imune que
culmina na lesdo tecidual do préprio individuo. Acreditamos que esse
aumento da IL-17A seja um dos principais responsaveis por essa resposta
imune exacerbada, com potencial lesivo, que comumente causa 0os danos
permanentes observados nos pacientes com RT1 e RT2. Almeida-Neto et
al., (2014) acreditam que a producdo excessiva de IL-17 pode levar ao
aumento no recrutamento de neutréfilos com consequente danos teciduais.
Compreendemos ainda que o aumento da IL-17A nos pacientes com
reacBes hansénicas seja ocasionado pela PQT, que expde novos antigenos
apos a destruicdo total do bacilo do M. leprae (MANANDHAR et al., 1999).
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Os grupos com maior producéo de IFN-yforam os pacientes PB e
RT1. Estes resultados suportam o que ja esta amplamente descrito na
literatura (MODLIN & BLOOM, 1993; SIELING et al., 1994; MORAES et al.,
1999; SAMPAIO et al, 2012). Também observamos um aumento
significativo na dosagem de IFN-ynos pacientes com RT2, quando
comparado com MB. Isso sugere que esses pacientes MB comecaram a
produzir IFN-yuma citocina pré-inflamatéria que ativa os macréfagos,
permitindo a fagocitose e destruicdo do bacilo. O aumento de IFN-y nos
pacientes PB, quando comparados aos pacientes com RT1, néo foi
significativo. Pacientes paucibacilares ja produzem IFN-y por terem resposta
imune celular Thl, antes de entrarem em episédio reacional. O IFN-y tende a
aumentar apos o tratamento com a PQT, que destr6i a bactéria expondo
novos antigenos que estimulam uma resposta inflamatoria, ndo existente
antes do tratamento. Scollard et al. (2006) relataram que RT1 é o aumento
da resposta de imune celular ja existente. Devido a isso € que a dosagem de
IFN-y apresenta-se maior em RT1 quando comparado com RT2, pois € uma
resposta que existe previamente ao surgimento do episédio reacional.

A IL-12 é uma citocina presente na diferenciagdo da resposta imune
Thl (KRUTZIK et al., 2003; KRUTZIK et al., 2005). A partir do grafico dessa
citocina, verificamos uma resposta elevada em pacientes PB e RT1 quando
comparados com MB e RT2, respectivamente. Corroborando com nossos
achados, o estudo de Santos et al. (2017) apresentou dosagem de IL-12 em
PB superior ao apresentado nos pacientes MB. Acreditamos que a dosagem
elevada de IL-12 em PB seja justificada pela resposta Thl presente nesses
pacientes. Verificamos ainda que nao houve diferenca estatisticamente
significativa na dosagem de IL-12 entre o0os grupos PB e RTL.
Compreendemos que os pacientes RT1 sdo individuos PB em reacéo
hansénica e sendo assim apresentam uma resposta celular Th1l previamente
formada com a presenca de citocina IL-12. O discreto aumento de IL-12 nos
pacientes RT2 quando comparamos com MB é notadamente justificado pelo
fato de pacientes RT2 apresentarem uma forte resposta de Th1.

Nas analises de IL-1p notamos que os valores para PB estdo

significativamente maiores comparando com pacientes MB, RT1 e RT2.

Conclusées 14



Esse achado corrobora com estudo de Santos et al., 2017, que sugere que
IL-1p esta associado a clinica dos pacientes PB, indicando que essa citocina
colabora para o controle da proliferacéo do M. leprae.

As dosagens de IL-10 mostraram niveis substancialmente baixos em
pacientes com RT1 e RT2 em comparacdo com PB e MB. Os multibacilares
apresentaram uma mediana significativamente maior que PB. A IL-10 é uma
citocina que estd envolvida na producdo e na funcdo de linfécitos T
reguladores da resposta imune (células Treg), apresentando como efeito
biolégico a inibicdo de macrofagos ativados e células dendriticas (ABBAS &
LICHTMAN, 2015). Isto justifica o fato da interleucina 10 se apresentar
aumentada nos individuos MB. Acreditamos que a RT1 é resultado de uma
resposta exacerbada de citocinas pré-inflamatérias de pacientes PB.
Portanto compreendemos que a baixa producéo de IL-10 em pacientes RT1
e RT2 era esperada, tendo em vista a resposta altamente inflamatoria
observada nesses pacientes.

Nas andlises de IL-4 notamos uma resposta significativamente
aumentada da citocina em pacientes MB quando comparado aos outros
grupos da pesquisa. A IL-4 é a principal citocina presente na resposta imune
do tipo Th2, ou seja, resposta classica dos pacientes MB. Essa resposta Th2
€ pobre em resposta imune celular e por isso possibilita a sobrevivéncia e
proliferacdo do bacilo (MODLIN & BLOOM, 1993; SIELING et al., 1993).
Verificamos que os niveis de IL-4 estdo reduzidos em RT1 e RT2, ja que
essa € uma citocina que suprime a via classica de ativacdo do macrofago,
inibindo a defesa contra 0 microrganismo intracelular. Como os pacientes PB
apresentam resposta Thl, estes pacientes apresentam baixos niveis de IL-4
como observamos nas analises.

A nossa pesquisa mostra um desequilibrio entre os valores de IL-10
(envolvida na resposta de Treg) e IL-17A nos pacientes com reacdes
hansénicas. Sadhu et al. (2016) relataram que o controle da proliferagao e
manifestacdo do M. leprae € devido ao equilibrio da acéo de células Treg e
células Th1l7. Confirmando os achados desta pesquisa, Saini et al. (2016)
mostraram que as reacdes hansénicas apresentam um desequilibrio entre
as células Thl7 e Treg. Neste estudo verificamos que dosagens altas de IL-
10 nos pacientes MB foram associadas a valores baixos de IL-17A. Isso
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também pbde ser relacionado com o aumento de IL-17A e reducdo de IL-10
nos pacientes com episodios hansénicos. O estudo de Attia et al. (2014)
corrobora com nossos achados. Eles acreditam ainda que a grande
quantidade de IL-10 e a deficiéncia na producgéo de IL-17A podem contribuir
para o desenvolvimento da hanseniase e ainda levar a progressdo da
doenca para MB. Saini et al. (2016) também demonstraram que a reducédo
da atividade de Treg estd associada com uma maior atividade das células
Th17. Acreditamos que o desequilibrio nas respostas de IL-10 (Treg) e IL-17
leva ao surgimento dos episddios hansénicos.

Observamos uma resposta semelhante de IL-12 quando comparamos
as analises de IL-17 e IFN-y.A IL-12 é uma citocina presente na
diferenciagdo e producdo de IFN-y, e isso confirmamos com nOSSOS
achados, ja que ambos estdo aumentados em RT1. O estudo de Tarique et
al. (2017) mostrou uma resposta de IL-17 em pacientes PB e MB quando em
estimulo com a IL-12. Os dados desse estudo confirmam o aumento de IL-
17 na presencga de IL-12 em pacientes PB (BT), comprovando a veracidade
das analises. Com esses dados, confirmamos o que ja traz a literatura, a
presenca de resposta Thl em pacientes PB e RT1. Ainda assim, o aumento
na dosagem dessas citocinas nos pacientes RT2 quando comparados com
MB, confirmando que pacientes com RT2 passam a desenvolver resposta
Thi.

Comparando as dosagens de IL-4, IL-10 e IL-12, nota-se que ha um
aumento das citocinas IL-4 e IL-10 em pacientes MB e ha uma baixa
dosagem de IL-12 nesse mesmo grupo. Isso é confirmado pelo estudo de
Sieling et al. (1994) que mostram que a IL-12 é regulada negativamente pela
presenca das citocinas IL-4 e IL-10 presentes em grande quantidade em
pacientes MB. Além disso, os autores (FONSECA et al., 2017; KRUTZIK et
al., 2003; KRUTZIK et al.,, 2005) mostraram que a IL-12 tem um papel
importante na polarizacdo de célula Thl, contrapondo a polarizagéo de IL-4
para Th2. Por este motivo acreditamos que IL-12 encontra-se aumentada

neste estudo em pacientes PB que apresentam resposta Thl.

Conclusbes 16



6 CONCLUSOES

O nosso estudo mostrou o perfil de seis citocinas relacionadas a
resposta de Th1l7 na hanseniase. O aumento de citocinas IL-17A, IFN-y, IL-
12 e IL-1B demonstram seu papel inflamatério na doenca. Contrapondo a
isso, confirmamos o que ja esta descrito na literatura, a funcéo reguladora da
resposta imune das citocinas IL-4 e IL-10. O aumento de IL-17A nos
pacientes RT1 e RT2 levou-nos a conclusdo de que esta elevacdo esta
relacionada com o surgimento de episédios reacionais. Acreditamos que
essa expansdo de IL-17A déa-se pela exposicdo de novos antigenos, apés a
destruicao total da bactéria. Além de uma resposta exagerada de IL-17A nos
pacientes com RT1 e RT2, verificamos que o surgimento dessas reacdes
relaciona-se também ao desequilibrio entre o aumento de IL-17A e a
diminuicdo de IL-10. Os pacientes RT2 apresentaram também um aumento
significativo de IFN-y. Isso faz-nos compreender que os individuos com RT2
sdo pacientes MB que passaram apresentar uma resposta imune do tipo
Thl, produzindo entdo IFN-y. Esta citocina ativa os macréfagos para
realizarem fagocitose e destruicdo do bacilo, atividades estas que sao falhas
em pacientes multibacilares néo reacionais.

A caracterizacdo das citocinas na hanseniase faz-se necessario para
a correta classificacdo das reacdes hansénicas e na identificacao da clinica
dos pacientes. Estes apresentam uma gama de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias que podem manifestar aumentadas e/ou diminuidas a
depender dos varios estagios da hanseniase. Com a determinacdo das
citocinas torna-se possivel interferir no estadiamento da doenca, bem como
definir um padrdo de farmacoterapia nas rea¢des hansénicas e na clinica
dos pacientes. E possivel, em um futuro proximo, o desenvolvimento de
terapéuticas imundémicas pela manipulacdo das citocinas, como ja €
realizado em outras patologias. Caso seja confirmado que a IL-17 realmente
se confirme como principal responséavel pelas rea¢des hansénicas, inibidores

desta citocina, como anticorpo monoclonal secukimab, poderiam substituir
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os corticoides e a talidomida, ja que estes sdo farmacos que apresentam

enormes efeitos adversos nos pacientes.
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