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RESUMO

Aspectos hormonais e imunolégicos associados as formas graves e complicacBes da
Hanseniase. Daniela Teles de Oliveira. Aracaju-SE, 2017.

A Hanseniase é uma doenca crénica, infecto-contagiosa, causada pelo bacilo Mycobacterium
leprae. Este é transmitido por via aérea superior e infecta células fagociticas da pele e as céelulas
de Schwann dos nervos periféricos. Apesar do tratamento clinico, os pacientes podem apresentar
complicacBes inflamatorias como as reagdes hansénicas e lesdes em nervos periféricos o que
pode evoluir para incapacidade fisica. A doenca pode apresentar diferentes perfis de respostas
imunoldgicas que estdo relacionadas com as suas manifestacGes clinicas. Embora se conheca
sobre a resposta imune na hanseniase e da influencia horménal na evolugéo de infeccGes, ainda
ndo ha entendimento para gerar marcadores que possam definir as formas clinicas mais graves e
complicacdes inflamatérias da doenca. Diante disso, esse trabalho objetivou identificar aspectos
imunoldgicos e hormonais associados a apresentacdo clinica e complicacdes da hanseniase. A
metodologia incluiu um estudo transversal de comparacéo de grupos baseado na coleta de dados
clinicos e marcadores séricos (imunoldgicos e hormonais) de controles contactantes sadios e
pacientes com hanseniase. Além disso foi realizado um estudo de coorte com acompanhamento
mensal e até um ano apo6s a alta clinica a fim de avaliar o surgimento de episodios reacionais
e/ou incapacidade fisica. Foram realizadas dosagem séricas de horménios (adenocorticotroéfico-
ACTH, cortisol, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1- IGF-1 e testosterona) e de
citocinas (INF-y, 1L-12p70, IL-17A, IL1-B, IL-10 e TNF-a) e, em seguida, relacionados as
formas clinicas (Indeterminada- HI, Tubercul6ide- HT, Dimorfa- HD e Virchowiana- HV),
classificacdo operacional (Paucibacilar-PB e Multibacilar-MB), presenca de episodios reacionais
e incapacidade fisica. Os resultados encontraram maior proporcdo de homens MB (54,3%). Os
pacientes MB também apresentaram maior frequéncia de episodios reacional (44,4%) e
incapacidade fisica (76,5%) em comparacdo aos pacientes PB. Quanto a presenca de hormdnios
circulantes foi encontrado niveis elevados de ACTH em MB (24,2+13,1 ng/ml; p= 0,002) e PB
(23,5+14,9 ng/ml; p= 0,007) quando comparados aos controles (11,9+12,3 ng/ml).
Concentracdes elevadas de cortisol também foram detectados nos pacientes HT (12,1+4,7 ug/dl)
em relacdo aos controles (8,4+2,7 ug/dl, p= 0,003), HD (9,02+4,8 ug/dl; p= 0,004) e os HV
(8,9£2,7 pg/dl; p= 0,03). Os pacientes que apresentaram reagdo hansénica antes do tratamento
tiveram niveis mais baixos de ACTH (19,7+10,3 ng/ml) e cortisol (8,5£3,9 ng/ml; p= 0,04)
quando comparados com o0s pacientes sem reacdo. Também foi observado correlacdo positiva
entre ACTH e cortisol (IC: 0,35-0,65; r=0,52; p<0,0001). Foram obtidos niveis mais altos de
IGF-1 nos pacientes HI (6,5+6,4 ng/ml) que nas demais formas (HT 3,03+£3,5 ng/ml; HD 3,1+4,5
ng/ml; HV 3,6£2,5 ng/ml). Os pacientes com incapacidades fisicas (graus 1 e 2) apresentam
concentragdes mais baixas de IGF-1 (2,8+1,6 ng/ml) quando comparados aos que né&o
apresentam essa limitacdo (grau 0: 4,5%2,7 ng/ml; p= 0,007). Niveis elevados de testosterona
foram encontrados em homens acima de 50 anos e MB (6,58 3,2 ng/ml) quando comparado aos
homens PB (4,21+ 2,3 ng/ml) e com os controles (4,26x 0,8 ng/ml). Em relacdo a avaliagdo de
marcadores imunoldgicos todas as citocinas avaliadas estiveram aumentadas nos pacientes, em
relacéo aos controles, destacando INF-y (79,02 + 26,9 pg/ml), IL-10 (156,4 + 53 pg/ml) e TNF-a
(463,3 £ 160,6 pg/ml) que estavam elevadas nas HV. Em relagéo a IL-17A, os pacientes com HT
apresentaram niveis mais elevados (49,2 + 10,5 pg/ml) quando comparados aos valores de
pacientes com HV (40,7 + 4,6 pg/ml). J& a IL1-p esteve elevada formas HI (62,9 + 16,3 pg/ml)



quando comparada as formas mais graves da doenca e aos controles. Por fim o aumento em INF-
y (97,1 £ 44,5 pg/ml, p=0,02) e TNF-a (407,3 £ 82,08 pg/ml, p= 0,04) esteve relacionado, nos
pacientes MB, & ocorréncia de episodio reacional. E esta ultima, também, mais elevada nos
pacientes com incapacidade fisica (354,3 + 92,2 pg/ml, p= 0,04). Os marcadores hormonais e
imunoldgicos acima descritos suportam a hipdtese de que a interacdo entre a hanseniase e 0s
sistemas neuroenddcrinos e imunoldgicos desempenham um papel importante no curso natural
da infecgdo pelo M. Leprae. Concentracgdes reduzidas de cortisol e IGF-1, altas concentragdes de
testosterona relacionadas ao pior desfecho clinico sugerem esses hormdnios sejam importantes
moduladores do episodio inflamatdrio e da suporte estudos terapeuticos futuros bem como a
tentativa de tratamento profilatico. Além disso, as citocinas IL-17 e IL-1B atuam no controle da
multiplicacdo do bacilo. J& as citocinas IFN- y ¢ TNF-a foram associadas a presenca de reacéo
sugerindo um efeito deletério na les&o.

Palavras-chave: Hanseniase, Hormonios, Imunologia, Reacdo hansénica e Incapacidade Fisica.



ABSTRACT

Hormonal and immunological aspects associated with severe forms and complications of
leprosy. Daniela Teles de Oliveira. Aracaju-SE, 2017.

Leprosy is a chronic, infectious-contagious disease caused by the Mycobacterium leprae
bacillus. This is transmitted by airway and infects phagocytic cells of the skin and the Schwann
cells of the peripheral nerves. Despite clinical treatment, patients may present with inflammatory
complications such as leprosy reactions and lesions on peripheral nerves which may progress to
physical disability. The disease may present different profiles of immune responses that are
related to its clinical manifestations. Although it is known about the immune response in leprosy
and the influence of hormones in the evolution of infections, there is still no understanding to
generate markers that can define the most serious clinical forms and inflammatory complications
of the disease. Therefore, this work aimed to identify immunological and hormonal aspects
associated with the clinical presentation and complications of leprosy. The methodology
included a cross-sectional study comparing groups based on the collection of clinical data and
serum markers (immunological and hormonal) of healthy contact controls and patients with
leprosy. In addition, a cohort study was carried out with monthly follow up and up to one year
after clinical discharge in order to evaluate the occurrence of reactional episodes and/or physical
disability. Serum levels of hormones (adrenocorticotrophic- ACTH, cortisol, Insulin-like growth
factor type 1-IGF-1 and testosterone) and cytokines (INF-y, IL-12p70, IL-17A, IL1-B, IL-10 and
TNF-y was related to clinical forms (indeterminate-IL, tuberculoid-TT, boderline-BL and
lepromatous- LL), operational classification (paucibacillary-PB and multibacillary-MB),
presence of reactional episodes and physical disability. There was a higher proportion of MB
men (54.3%). MB patients also had a higher frequency of reaction episodes (44.4%) and physical
disability (76.5%) when compared to patients with PB. As regards the presence of circulating
hormones, high levels of ACTH were found in MB (24.2 £13.1 ng/ml, p= 0.002) and PB (23.5 +
14.9 ng/ml, p = 0.007) when compared whit controls (11.9 £ 12.3 ng/ml). High levels of cortisol
were also detected in TT patients (12.1 £ 4.7 ug/dl) compared to controls (8.4 £ 2.7 pg/dl, p =
0.003), BL (9.02 + 4, 8 pg/dL, p = 0.004) and LL (8.9 + 2.7 pg/dL, p = 0.03). Patients who had
leprosy before treatment had lower levels of ACTH (19.7 £ 10.3 ng/ml) and cortisol (8.5£3.9
ng/ml; p= 0.04) when compared with the patients without reaction. A positive correlation was
observed when correlating ACTH and cortisol between the hormones (CI: 0.35-0.65, r= 0.52, p
<0.0001). Higher IGF-1 levels were obtained in IL patients (6.5 £ 6.4 ng/ml) than in the other
forms (TT 3.03 £ 3.5 ng/ml; BL 3.1 £ 45 ng/ml; LL 3.6 £ 2.5 ng/ml). Patients with physical
disabilities (grades 1 and 2) have lower levels of IGF-1 (2.8 £ 1.6 ng/ml) compared to those
without this limitation (grade 0: 4.5 £ 2,7 ng/ml, p= 0.007). High testosterone levels were found
in men over 50 years of age and MB (6.58 + 3.2 ng/ml) when compared to PB men (4.21 + 2.3
ng/ml) and controls (4.26 + 0,8 ng/ml). Regarding the evaluation of immunological markers, all
the cytokines evaluated were increased in the patients, in comparison to the controls,
highlighting INF-y (79.02 + 26.9 pg/ml), IL-10 (156.4 + 53 pg/ml) and TNF-a (463.3+160.6
pg/ml) that were elevated in the LL forms. Regarding IL-17A, patients with TT presented higher
levels (49.2+10.5 pg/ml) when compared to patients with LL (40.7 = 4.6 pg/ml). IL1-B was
elevated in IL forms (62.9 + 16.3 pg/ml) when compared to more severe forms of the disease and
controls. Finally, the increase in INF-y (97.1 £ 44.5 pg/ml, p= 0.02) and TNF-a (407.3 + 82.08
pg/ml, p= 0.04) was related in MB patients to the occurrence of reaction episode. The latter was



also higher in patients with physical disability (354.3 £ 92.2 pg/ml, p= 0.04). The hormonal and
immunological markers support the hypothesis that the interaction between leprosy and the
neuroendocrine and immunological systems play an important role in the natural course of M.
leprae infection. Reduced concentrations of cortisol and IGF-1, high testosterone concentrations
related to the worst clinical outcome suggest that these hormones are important modulators of the
inflammatory episode and supports future therapeutical studies as well as the attempt of
prophylactic treatment. In addition, IL-17 and IL-1B cytokines act to control bacillus
multiplication. The cytokines IFN-y and TNF-o were associated with the presence of a reaction
suggesting a deleterious effect on the lesion.

Keywords: Leprosy, Hormones, Immunology, Leprosy reaction and Physical Disability.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca cronica, infecciosa e granulomatosa, com via de transmissdo
predominantemente respiratdria, sendo o seu agente etiolégico o Mycobacterium leprae (M.
leprae). A doenca se manifesta, principalmente, por lesdes cutaneas com diminui¢do da
sensibilidade térmica, dolorosa e tatil onde o bacilo afeta a pele e 0s nervos periféricos, e se
constitui a principal causa de incapacidade fisica (Araci, Pontes e Penna, 2005).

Apesar da evolugdo do conhecimento sobre esta doenga, no que se refere ao diagndstico
e 0S avangos na terapia medicamentosa, ela ainda € um grande problema de salde publica
mundial principalmente em paises em desenvolvimento. A hanseniase apresenta o declinio no
ndmero de casos novos, porém ainda encontram-se novos casos desta doenca no Brasil,
tornando-o um dos paises com maior indice infectados na América. No ano de 2015, no Brasil,
foram registrados 28,761 casos novos da doenca (Freitas et al., 2016).

A hanseniase manifesta-se através de sinais e sintomas dermatoldgicos e neuroldgicos
que podem levar a suspeicdo diagndstica da doenca. As alteracbes neuroldgicas, quando nao
diagnosticadas e tratadas adequadamente, podem evoluir para incapacidades e deformidades
fisicas manifestagcdes que influenciam, diretamente, na qualidade de vida do paciente. Um dos
maiores desafios no manejo da hanseniase € a prevencdao de incapacidade fisica que esta
diretamente associada ao diagndstico precoce, avaliacdo neuroldgica rotineira e correta conducao
de tratamento dos episodios reacionais (Oliveira, de et al., 2013a; Schuring et al., 2008).

Os achados fisiopatoldgicos na doengca mostram que a resposta do tecido em presenca do
bacilo pode ser muito variada, desde a resposta minima sem alteracdes funcionais até uma
resposta intensa como a infiltragdo granulomatosa de todo o parénquima neural, podendo
ocasionar a destruicdo dos nervos periféricos (Rodrigues e Lockwood, 2011).

Apesar da evolucdo cronica da doenga fenémenos agudos, chamados de episddios
reacionais, podem surgir antes, durante ou apds a instituicdo do tratamento medicamentoso
especifico (Scollard et al., 2015). Estes refletem fenbmeno de hipersensibilidade aguda diante
dos antigenos do M. leprae e decorrem de processo imunologico acompanhado de aumento de
citocinas pro-inflamatérias. As reaces hansénicas, quando ndo diagnosticada e/ou tratada
corretamente sdo as maiores causas de lesdo neuroldgica e, posterior, incapacidade fisica

(Teixeira, Silveira, da e Franca, de, 2010).
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Além disso, estd bem estabelecido que os sistemas enddcrino, nervoso e imunologico
estdo envolvidos em multiplas interagdes durante a resposta do hospedeiro aos estimulos de
patdgenos, buscando combater possiveis ameacas. A modulacdo da inflamacdo pode ser feita
pelo sistema imune através de citocinas como TNF-a, IL-1p, IL-4, IL-6. Contudo, pode também
ser influenciada pelo sistema enddcrino. O cortisol € um dos hormdnios mais conhecidos na
regulacdo do sistema imunolégico, provocando imunossupressdo e minimizando os efeitos de
uma resposta inflamatoria intensa. A sua eficacia ja é conhecida no tratamento ou melhora dos
sintomas de doencas inflamatdrias, como a asma, e em doencas autoimunes, a exemplo do Lupus
(Baccan et al., 2011a; Rhen e Cidlowski, 2005; Simon et al., 2011).

A influéncia de hormonios em doencas infecciosas desperta grande interesse em diversos
campos de pesquisa, como na tuberculose, em que foi demonstrado que a ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) influencia a atividade de certos aspectos importantes do
sistema imunoldgico, principalmente através da atividade de glicocorticoides. Estes inibem a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, bem como outros mediadores de inflamacdo e
estimulam a producdo de citocinas anti-inflamatdrias proporcionando controle durante a
inflamacdo (Bottasso et al., 2013). Outra doenca que mostrou ser influenciada pelos niveis
hormonais foi a paracoccidioidomicose, em que 0s niveis de testosterona e estradiol,
aparentemente influenciaram a resposta imunoldgica do paciente (Pinzan et al., 2010). Na
hanseniase, Chaitanya et al., 2013; Leal e Foss, 2009; Rook e Baker, 19993, citaram a influéncia
do cortisol, IGF-1 e de citocinas como INF-y e TNF-o na apresentagdo da hanseniase, porém,
estes estudos ndo analisaram a associacao dos niveis hormonais com o desfecho clinico.

O diagnostico precoce é fator crucial para o controle das complicacdes da doenca. Sendo
assim, o conhecimento dos mecanismos, imunoldgicos e hormonais envolvidos na apresentacao
e desenvolvimento da hanseniase é o objeto de estudo dessa pesquisa que busca entender melhor
a influéncia hormonal e imunoldgica na patogénese da doenca. Além disso, a identificacdo de
marcadores de diagndstico precoce de episodios reacionais e lesdo neuroldgica ira facilitar o

tratamento precoce dessas complicagoes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definigdo e transmissdo da hanseniase

A hanseniase é uma doenca cronica e infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium
Leprae (M. leprae), bacilo alcool-acido resistente, intracelular obrigatério. Este possui
crescimento lento, porém resistente a digestdo pelos macréfagos tissulares o que desenvolve uma
infeccdo persistente (Araci, Pontes e Penna, 2005). O M. leprae foi descrito em 1873, pelo
noruegués Amauer Hansen, este é capaz de infectar um grande numero de pessoas porém possui
uma baixa patogenicidade, ou seja, poucos irdo adoecer. O bacilo tem predilecdo pela pele e
células de Schwann manifestando através de sinais e sintomas dermatoldgicos e neuroldgicos
que podem levar a suspeicdo diagnostica da doenca. O quadro clinico apresenta-se com evolucéao
cronica, lenta e progressiva. (Nobre et al., 2017).

A transmissdo da hanseniase ocorre por via aérea superior sendo necessario contato
intimo e prolongado entre individuos susceptiveis e pacientes baciliferos ndo tratados. O ser
humano é considerado um importante reservatério natural do bacilo. Acredita-se que as vias
aéreas superiores constituem a sua principal porta de entrada bem como de eliminacdo. O
domicilio é apontado como importante espaco de transmissdo da doenca, embora ainda existam
grandes lacunas de conhecimento quanto aos provaveis fatores de risco implicados,
especialmente aqueles relacionados ao ambiente social. Estudo anterior do nosso grupo
encontrou um maior nimero de casos da doenca em municipios com casas onde residem mais de
9 pessoas (Oliveira, de et al., 2013b). A transmissdo ambiental é cogitada por meio de solo
contaminado e por contato com animais como o tatu, tido como reservatério natural do bacilo.No
entanto, faltam estudos comprovando esses dados (Rodrigues e Lockwood, 2011; Turankar et al.,
2012).

2.2 Epidemiologia
A enfermidade é mais comum em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento e

atinge regides de clima tropical, estando associada a contato intimo e prolongado além de

condicdes de vida precaria. No quadro sanitario brasileiro, a hanseniase ainda permanece como um
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desafio na saude publica, o que justifica a necessidade dos municipios ampliarem e fortalecerem as
acOes de enfrentamento a doenca (Oliveira, de et al., 2012).

Apesar da enorme gueda da prevaléncia da doenca nos ultimos 20 anos, em grande parte
decorrente da introducdo da poliquimioterapia (PQT), nos Gltimos anos ainda persiste a alta
deteccdo de casos novos em diversos paises. Dados da Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
registraram que dezesseis paises no mundo apresentaram mil ou mais casos da doenga no ano de
2009. Nos altimos dez anos, mais de 14 milhdes de casos foram detectados e tratados. No ano de
2015 o Brasil registrou 28,761 casos novos da doenca 0 que corresponde a uma taxa de deteccao
de 14,7/100.00 habitantes e prevaléncia de 1,01/10.000 habitantes indicadores considerados
como importante problema de satde publica (Who, 2011).

Embora haja decréscimo continuo no namero de casos, as regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste sdo consideradas endémicas, com areas de importante manutencéo da transmissédo
(Marcos Tulio e Maria Ines Battistella, 2012; Oh et al., 2016a; Who, 2011). Em Sergipe, dados
do ano de 2015, notificaram 14,22/100.000 habitantes indicador de deteccdo considerado alto.
Além disso, deteccdo de casos apresentando grau de incapacidade 1 e 2 foi crescente de 2005 a
2010 com acometimento em criancas menores de 15 anos, dados considerados como indicativos

de mal controle da doenca (Oliveira, de et al., 2012).

2.3 Apresentacdo clinica da hanseniase

Em relacdo ao aspecto histopatoldgico, a hanseniase é classificada de acordo com os
conceitos de Ridley & Jopling, (Jopling, 1966), que consideram: a forma indeterminada (HI),
classificada como a mais branda da doenca, as formas polares tuberculdide (HT) e virchowiana
(HV) bem como as formas intermediarias que sdo definidas como: dimorfa (HD), dimorfa-
tuberculéide (HDT), dimorfa-virchowiana (HDV) e dimorfa-dimorfa (HDD) (Fonseca et al.,
2017).

A HI é caracterizada pela presenca da méacula hipocromica ou eritematosa, associada a
distdrbios de sensibilidade ou simplesmente por areas de hipoestesia na pele, normalmente a
primeira alteragdo de sensibilidade é térmica. Ndao ha comprometimento de troncos nervosos
nesta forma clinica e a pesquisa do bacilo alcool-acido resistente (BAAR) revela-se negativa.

Ap0s periodo de tempo que varia de poucos meses até anos pode ocorrer a cura ou evolucao para
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outra forma clinica. Histologicamente existe uma infiltracdo perineural inespecifica na qual os
bacilos sdo raramente encontrados (Araujo, 2005; Simon et al., 2011).

Na HT a doenca é limitada pela boa resposta imune celular do hospedeiro. As lesbes
cutdneas, isoladas e assimétricas, sdo placas eritémato-hipocrémicas ou eritematosas, bem
delimitadas, frequentemente com bordas externas elevadas e centro normal, apresentando
alteracdo importante da sensibilidade, seu crescimento centrifugo lento leva a atrofia no interior
da lesdo, que pode, ainda, assumir aspecto tricofitdide, com descamacdo das bordas. Podem
apresentar alopecia e anidrose, pelo comprometimento dos anexos cutaneos e espessamento de
filete nervoso proximo (Oliveira, de et al., 2013b). A analise histoldégica mostra os granulomas
bem definidos e invadindo as fibras nervosas com bacilos raros. A pesquisa de BAAR é
negativa. A HT, juntamente com a HI constituem as formas paucibacilares da hanseniase. Apesar
da possibilidade de cura espontanea na HT, a orientacdo é que 0s casos sejam tratados para
reduzir o tempo de evolucdo da doenca e o risco de dano neural. Esses pacientes ndo sao
considerados transmissores da doenca (I et al., 2012).

A HD representa o grupo com instabilidade imunoldgica por isso existe uma grande
variacdo nas suas manifestacdes clinicas em qualquer uma das regides afetados pelo M. leprae.
As lesdes cutaneas dos pacientes com a forma HDT lembram as lesGes dos pacientes com a
forma HT, porém sdo mais numerosas e menores. O espessamento dos nervos tende a ser
irregular e mais numeroso. As lesdes cutaneas da forma HDD s&o placas com uma érea central
circular de pele hipocrémica bem delimitada e que se difunde na periferia perdendo os seus
limites na pele (lesdes “esburacadas” ou “em queijo sui¢o). A baciloscopia pode ser positiva ou
negativa com cargas bacilares variaveis (I et al., 2012). As lesbes cutaneas da HDV lembram as
da HV e sdo numerosas, ndo tdo simétricas e com areas anestésicas. A infiltracdo assimétrica da
face, dos pavilhdes auriculares, e a presenca de lesbes no pesco¢co e nuca sdo elementos
sugestivos desta forma clinica. As lesdes neurais costumam ser precoces e assimétricas, podendo
levar a sequelas. A carga bacilar tende a ser alta, sendo uma forma contagiosa (Mendonca et al.,
2008).

A HV ¢ a forma reconhecida por corresponder ao pélo de baixa resisténcia dentro do
espectro imunoldgico da doenca (Lockwood e Suneetha, 2005). E caracterizada clinicamente por
multiplas lesGes cutaneas polimorfas e presenca de algumas manifestacdes sistémicas resultantes

da infiltracdo bacteriana, a exemplo de: rinite, lagoftalmia, conjuntivite, linfadenopatia,
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hepatoesplenomegalia, atrofia testicular, anemia e osteoporose. As lesdes apresentam limites
imprecisos e cores variaveis, de hipocrémica a avermelhada ferruginosa e pode ou ndo ser
acompanhada por hipoestesia ou anestesia. Papulas, placas ou nédulos também podem ser vistos.
H& rarefacdo dos pelos nos membros, cilios e supercilios (madarose). A infiltracdo da face,
incluindo os pavilhdes auriculares, apresenta o quadro conhecido como "facies leonina”. O
comprometimento nervoso € difuso, afetando ramos que inervam a pele, vasos e troncos
nervosos. A baciloscopia é fortemente positiva e representa nos casos virgens de tratamento,
importante foco infeccioso ou reservatorio da doenca (Simon et al., 2011).

Ainda pode-se classificar, de forma incomum em 5 a 10% da populacdo de doentes, o
acometimento Neural Puro (NP) da hanseniase. Essa forma caracteriza-se por envolvimento
assimétrico de um ou mais troncos nervosos periféricos com auséncia de manifestaces cutaneas.
A suspeita clinica ocorre por parestesia e/ou anestesia seguida de perda de forca muscular nos
nervos periféricos (Garbino, 2007).

Para fins terapéuticos a hanseniase tem sua classificacdo de acordo com o indice
baciloscépico. Os pacientes sdo classificados como paucibacilar (PB) quando ndo séo infectantes
e apresentam indice baciloscopico (IB) menor que 2+ (cruzes) e multibacilar (MB) aqueles
doentes com alta carga bacilar e que possuem IB maior ou igual a 2+, sendo transmissores da
hanseniase. Em 1988, outros critérios clinicos foram estabelecidos que classificou como PB o0s
casos com até cinco lesGes cutaneas e/ou um tronco nervoso acometido e MB casos com mais de
cinco lesbes cutaneas e/ou mais de um tronco nervoso acometido. Quando o exame
baciloscopico é disponivel pacientes com resultado positivo sdo considerados MB, independente

do namero de lesBes (Brasil.Ministério da Saude., 2002).

2.4 Imunopatogénese da hanseniase

A ampla diversidade de formas clinicas da hanseniase esta relacionada a resposta imune do
hospedeiro. A predominédncia de mecanismos de defesa (resisténcia a infeccdo) ou de
disseminacdo da doenca (susceptibilidade a infeccdo) irdo determinar a atividade dos
macrofagos, da sub populagdo de linfocitos T envolvida e do perfil de citocinas secretadas no
sitio do patdgeno. Apesar da resposta imune adaptativa ter sido bem abordada na hanseniase e

em outras doengas infecciosas, a resposta imune inata vem sendo avaliada apenas mais
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recentemente. Entre os componentes da resposta imune inata, as quimiocinas representam um
importante mediador de interacGes entre as células e os tecidos durante uma agressdo por
patdgeno (Fonseca et al., 2017).

Estima-se que um pequeno percentual (<1%) dos individuos que entram em contato com o
M. leprae desenvolve a doenca, 0 que indica, portanto, que a maioria da populacdo consegue
eliminar ou conviver bem com o bacilo quando héa infeccdo. Essa informacéo sugere que fatores
genéticos e o padrdo imunoldgico do individuo em resposta a infeccdo pelo bacilo estdo
relacionados com a resisténcia ou a suceptibilidade ao desenvolvimento da doenga (Simon et al.,
2011).

Em aspectos imunoldgicos, a hanseniase pode apresentar diferentes perfis de respostas que
estdo relacionados com as manifestacdes clinicas da doenga. Depois de penetrar as barreiras
naturais do corpo o patégeno pode desencadear uma reacao inflamatéria nos tecidos ativando a
resposta imune inata e recrutando células fagociticas. Apos o reconhecimento dos antigenos do
bacilo por células apresentadoras de antigeno, ha a ativacdo das células envolvidas na resposta
imune adaptativa, sobretudo os linfocitos T CD4". As células T auxiliares (Linfocitos T CD4")
sdo subdivididas em quatro subtipos, Thl, Th2, Th17 e T reg (T regulatérias), com acbes
especificas na imunomodulacdo das defesas contra os patdgenos os quais geram perfis opostos
de resposta imune (Fonseca et al., 2017).

As células Thl produzem as citocinas IL-2, IFN-y e TNF-p, responsaveis pela manutencao
da resposta imune celular. A IL-2 ativa receptores dos linfocitos CD4+, estimulando a formacao
de clones celulares responsaveis pela manutencdo da producéo de citocinas e, associado a isso,
estimulam células Natural Killer (NK) com acdo de potencializar uma maior producéo de IFN-y.
O IFN-y age sobre macrofagos, estimulando a fagocitose e os mecanismos de ativagdo celular,
levando a maior producdo de TNF-a, que potencializa a acdo microbicida dos macrofagos e atua
na formacdo do granuloma (Foss, 1997). Nessa situagcdo ocorre um aumento na producdo de
reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio por macréfagos potencializando a morte ou
restringindo o crescimento de micobactérias alem de aumentar a expressdao de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade classe 11 (MHC II) o que favorece a apresentacdo de
antigenos (Alter et al., 2008; Mempel et al., 2000).

A resposta do tipo Th2 é mediada pelas citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. A IL-4 é

supressora da atividade dos macrofagos, com isso ocorre uma diminuicdo e até supressdo da
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resposta Thl do hospedeiro, provocando um desvio da resposta imune. A IL-4 estimula os
linfécitos B, que se tornam produtores de imunoglobinas, e ativa mastocitos, que passam a
produzir mais IL-4, incrementando a resposta supressora macrofagica. O proprio M. leprae pode
apresentar mecanismos de escape a oxidacdo intramacrofagica, pela producdo dos antigenos
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) e LAM (lipoarabinomanana), com funcdo supressora da ativacdo
de macrofagos, proporcionando condicdes para que o bacilo fique incubado no citoplasma desta
celula, multiplicando-se e formando globias (Simon et al., 2011).

A partir da apresentacdo clinica da doenca é possivel observar que existem duas formas
classicas de acometimento: 1- Um pdlo da forma HT, que é considerado de alta resisténcia a
infeccdo pelo M. leprae, no qual as manifestacdes estdo relacionadas a exacerbacdo da resposta
imune celular com a formacéo de granuloma bem definido, limitacdo das lesbes e destruicdo
completa dos bacilos. 2- A forma HV de alta suscetibilidade que se caracteriza por deficiéncia de
resposta Thl e predominéncia das respostas Th2 e T reg, excessiva multiplicacdo bacilar e
disseminacdo da infeccdo para visceras e tecido nervoso. E a forma de importancia
epidemioldgica, pois os bacilos estdo macicamente presentes nas lesdes cutaneas. O curso da
infeccdo é dependente da resposta imunolégica do hospedeiro, a qual € influenciada por fatores
genéticos (Gulia, Fried e Massone, 2010).

Nos pacientes com a forma HT existe uma forte resposta Thl. O desenvolvimento de uma
resposta imune inata eficaz, juntamente com a baixa viruléncia do M. leprae, podem mediar a
destruicdo do bacilo e ativar a imunidade celular. Essa inducdo pode levar a resisténcia a doenga.
Mesmo a resposta sendo eficiente, essa forma clinica apresenta destruicdo de fibras nervosas
bem delimitadas, em areas especificas, levando perda da sensibilidade térmica e dolorosa, com
lesBes pouco numerosas e bem delimitadas (Goulart, Penna e Cunha, 2002; Simon et al., 2011).

Quando a resposta Thl falha, os macrofagos ficam repletos de parasita e ha escassez de
linfocitos na lesdo. A disseminacdo do bacilo leva ao quadro de HV com mediacdo de resposta
do tipo Th2 com presenca de alta carga bacilar haja vista que essa resposta ndo é eficaz para
eliminar o M. leprae (Scollard et al., 2006). Esta forma clinica € a mais contagiante da doenca. Ja
as formas dimorfas representam um padrdo clinico e imunologico de resposta intermediaria. Os
mecanismos imunoldgicos que determinam as mesmas ainda ndo foram bem estabelecidos
(Fonseca et al., 2017).
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Além de Thl e Th2, foi identificado outro subtipo de células CD4 que produz IL-17
(Thl17) (Saini et al., 2016). A IL-1B, outra citicina pro-inflamatoria associada ao
desenvolvimento do inflamassoma, estd envolvida na diferenciacdo das células Th17 (Burgler et
al., 2009). Embora vérios estudos tenham demonstrado um papel protetor tanto da IL-1B como
da IL-17 contra patdgenos intracelulares particulares e suas doencas associadas (como na
encefalite experimental, esclerose, artrite reumatoide, leishmaniose, filariose e tuberculose)
(Akdis et al., 2011) poucos tém investigado essas citocinas na patogénese da hanseniase (Sadhu
et al., 2016; Sampaio et al., 2012). Sampaio et al, 2012, observaram liberagdo significativamente
maiores de isoformas de IL-17 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) apéds a
estimulacdo com antigeno em pacientes tuberculdides e contatos saudaveis,em comparacdo com

0s pacientes com a forma lepromatosa.

2.5 Diagnostico da hanseniase

O M. leprae, apos infectar individuos susceptiveis, apresenta um longo periodo de
incubagdo que pode variar 2 ou até 5 anos até a apresentacdo dos primeiros sinais e sintomas.
Uma vez que o bacilo ndo seja eliminado pelo sistema imune ira colonizar, preferencialmente,
células da pele e células de Schwann (Brasil. Ministério da Saude, 2002). Nas formas mais
graves a sua disseminacdo aumenta e pode afetar outros locais em que o bacilo ndo encontra
resisténcia para a sua multiplicacdo tais como: linfonodos, olhos, testiculos, figado e baco. Estes
achados predominam nas forma MB da doenca pois essas apresentam alta carga bacilar
(Colegiada et al., 2010).

O diagndstico e essencialmente clinico, dermatoneurol6gico, sendo necessario a
realizacdo de exames complementares do tipo baciloscdpicos, imunoldgicos e histopatoldgicos
para 0S casos mais complexos. Para 0s casos de suspeita de NP é realizada a
eletroneuromiografia. Os critérios diagnosticos da hanseniase séo a presenca de um ou mais dos
seguintes sinais: lesdes cutdneas com alteragdo da sensibilidade, espessamento de nervos
periféricos e/ou baciloscopia positiva. Entre os achados dermatologicos é importante destacar:
manchas pigmentares ou discromicas, placas, infiltracdo, tubérculos e nédulos. Na hanseniase,
em virtude da destruicdo das terminagOes nervosas livres, as lesdes de pele sempre apresentam

alteracdo de sensibilidade inicialmente a térmica podendo progredir para tatil e dolorosa,
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respectivamente. Esta é a caracteristica que as diferencia das lesdes de pele provocadas por
outras doencas dermatoldgicas (Brasil.Ministério da Saude., 2002; Jopling, 1966). O Ministério
da Saude (MS) orienta que o diagnostico e tratamento devem ser realizados nas Unidades
Basicas de Saude (UBS) restando o encaminhamento, dos casos de diagndstico complexo, ao

centros de referéncia (Colegiada et al., 2010).

2.6 Lesdo de nervo periférico e avaliagdo neurologica simplificada

A hanseniase é temida pela alta frequéncia de lesdo incapacitante. A injdria nervosa é
desencadeada por um processo inflamatério composto de células epitelidides ou macrofagos
repletos de bacilos. A intensidade, extenséo e distribuicdo do acometimento nervoso dependem
da forma clinica e da fase evolutiva da lesdo. O dano neural inicia-se de forma leve e transitdria e
pode evoluir para uma lesdo completa e irreversivel do nervo. Pacientes MB, com idade
avancada e/ou que ja possuem um nervo acometido tém uma forte predisposicao a lesdo nervosa
(Smith et al., 2009; Veen, van et al., 2009).

Estudos publicados a cerca da lesdo neuroldgica descrevem que a injdria causa
primeiramente uma anestesia, seguida de paralisia. Os nervos periféricos mais acometidos
localizam-se na face (facial, trigémeo e auricular), nos membros superiores (ulnar, mediano e
radial) e nos membros inferiores (fibular e tibial) (Scollard, 2008; Scollard et al., 2006). A
neurite, geralmente, manifesta-se através de um processo agudo acompanhado de dor intensa e
edema. No inicio, ndo ha& evidéncia de comprometimento funcional do nervo, porém,
frequentemente, a neurite torna-se crénica evidencia-se através da perda da capacidade de
transpiracdo e ressecamento da pele (Aradjo, 2005). Em virtude disto, a fim de preservar a
estrutura e funcdo do nervo periférico € necessaria intervencdo precoce através do
monitoramento da fungdo neural e conducdo ideal do tratamento medicamentoso (Gongalves,
Sampaio e Antunes, 2008; Oliveira, de et al., 2013Db).

Em 1961 a OMS implantou uma ficha de avaliacdo neurologica simplificada que
considera como incapacidade fisica qualquer comprometimento em olhos, méos e pes. A
avaliagdo é seguida de inspecdo, palpacdo de nervos, testes de forca muscular e sensibilidade. O
servico de salde priméario e/ou atengdo especializada, através de profissionais treinados, devem

realizar a avaliacdo neuroldgica no diagnostico, no meio do tratamento e na alta por cura ou caso
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0 paciente apresente alguma queixa. Para os pacientes PB a avaliacdo deve ser realizada no
inicio, aos trés e aos seis meses de tratamento. Ja para os MB avalia-se no inicio, sexto e décimo
segundo més de tratamento. A referido exame é imprescindivel para avaliar a integridade da
funcdo neural e atribuir um grau de incapacidade fisica (GIF) ao paciente (Colegiada et al.,
2010).

O GIF ¢ atribuido, principalmente, pela avaliacdo de sensibilidade dos olhos, méos e pés.
O mapeamento sensitivo é feito através de testes com monofilamentos de Semmes-Weinstein (6
monofilamentos: 0.05¢g, 0.2g, 29, 49, 10g e 300g) sobre pontos das maos (07 pontos) e dos pes
(10 pontos) de acordo com a inervacao, em palma das méaos e planta dos pés. Os filamentos
apresentam espessuras diferentes para medir o grau de comprometimento da sensibilidade
iniciando o teste com a aplicacdo do mais fino (verde, com 0,05g) e, na auséncia de resposta,
segue-se com a aplicacdo dos demais monofilamentos. A auséncia de sensibilidade ao percutir o
monofilamento lilds (2g) caracteriza por perda da sensibilidade protetora, 0 que ocasiona riscos
de queimar e/ou lesionar a regido. Quanto a sensibilidade do globo ocular esta é realizada com a
percussao, no quadrante inferior direito, de fio dental (insipido) e avaliada a presenca, reducdo
e/ou auséncia de piscar o olho (Brasil.Ministério da Saude, 2002; Colegiada et al., 2010).

A avaliacdo da motricidade é realizada através da forca de grupos musculares especificos e
deve ser feita, principalmente, com a finalidade de deteccdo precoce de incapacidades. Para
avaliacdo da forca motora, preconiza-se o teste manual da exploracéo da forca muscular levando
em consideracdo a capacidade de oposicdo a forca da gravidade e a resisténcia manual em cada
grupo muscular referente a um nervo especifico. As sequelas bem definidas podem ser
encontradas ja no periodo do diagndstico, tais como: paralisia facial do tipo periférico unilateral
ou bilateral, lagoftalmo, mado em garra (garra do quarto e quinto quirodactilos ou garra
completa), pé caido e/ou garra de artelhos que pode ser acompanhada do mau perfurante plantar
(Monteiro et al., 2015).

Com base nos resultados da avaliacdo sensitiva e motora dos olhos, médos e pes €
determinado o GIF. Segundo critérios propostos pelo MS, em 2006, é atribuido, para cada regido
avaliada, conforme comprometimento neural, os graus 0, 1 ou 2. O grau 0 é classificado para
aqueles pacientes que ndo possuem alteracdo visivel em olhos, médos e pés; grau 1 perda da
sensibilidade protetora, ou seja, ndo sente 0 monofilamento lilas nas areas testadas da pele ou o

fio dental nos olhos; grau 2, pacientes que apresentam lesdes em maos e pés como Ulceras,
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reabsorcdo Ossea, contraturas e deformidades (como garras) e nos olhos Ulceras em cdrnea,
triquiase, ectropio, madarose e/ou perda da acuidade visual. O resultado final é classificado pelo
maior grau que o paciente apresentou em qualquer das &reas testadas. As incapacidades,
secundarias a lesdo nervosa, podem acarretar alguns problemas, tais como: diminuigcdo da
capacidade de trabalho, limitacdo da vida social e comprometimentos psicologicos (Lana et al.,
2008; Monteiro et al., 2015).

A prevencdo da incapacidade fisica é realizada por meio do diagndstico e tratamento
precoce, monitoramento e manejo adequado da neuropatia e de reagdes hansénicas e, caso
necessario, cirurgia para reconstrucao do nervo (Brakel, van et al., 2008; Veen, van et al., 2009).
A importancia do controle da incapacidade fisica tem sido objeto de alerta nos Gltimos anos uma
vez que, além dos aspectos sociais e psicologicos enfrentados pelo paciente, estas podem causar
limitacdes no trabalho incidindo na fase produtiva do individuo. Sendo assim, o aprofundamento
nos conhecimento dos fatores de riscos, responsaveis pelos prejuizos neuroldgicos, € peca
fundamental para que seja possivel tracar estratégias e acGes de combate ao agravamento da
incapacidade fisica nos pacientes (Agrawal et al., 2005; Oliveira, 2008). Oliveira, de et al., 2012
observaram uma associacdo entre o sexo masculino com formas MB, a ocorréncia de reacGes
hansénicas e GIF 2. Além disso, descreveram a associacdo entre a persisténcia de GIF ao final do
tratamento em virtude de doses de corticosterdides abaixo da preconizada pelo MS. Esses dados
sugerem a importancia do tratamento adequado dos quadros inflamatérios das reacGes

hansénicas com neurite.

2.7 Tratamento da hanseniase

A partir do fortalecimento de programas do governo houve melhora na detecgédo e busca
ativa de casos e a hanseniase passou a ser tratada como uma doenga curdvel e com bom
progndstico na populagdo. O tratamento da doenca esta relacionado a implementacdo da PQT,
diagndsticos precoce e acompanhamento do doente, tratamento adequado dos surtos reacionais,
prevencdo e reabilitacdo de incapacidades fisica e psicossocial (Oh et al., 2016b; Oliveira, de et
al., 2013b; Who, 2011).

O tratamento medicamentoso da hanseniase, através da PQT, com seu esquema de

multiplas drogas tem acdo bactericida e atividade bacteriostatica impedindo que a doenca se
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desenvolva e interrompendo a cadeia de transmissdo, além de evitar que o bacilo crie resisténcia
a medicagdo. A duracdo do tratamento e a combinagdo dos medicamentos é determinada pela
classificacdo operacional do paciente em PB ou MB (Nobre et al., 2017).

Os pacientes PB recebem tratamento que dura seis meses com limite méximo de nove
meses. As drogas utilizadas para o tratamento sdo: 600 mg de Rifampicina em dose
supervisionada mensal, associada a 100 mg de Dapsona diariamente. Os pacientes MB utilizam o
tratamento que dura doze meses com limite méximo de dezoito meses. As drogas utilizadas sao:
600 mg de Rifampicina e 300 mg de Clofazimina em dose supervisionada mensal, associada a
100 mg de Dapsona e 50 mg de Clofazimina diariamente. Caso necessario, o profissional pode
optar por tratamento alternativo, com o esquema ROM (rifampicina, ofloxacina e minociclina),
para pacientes com impossibilidade de usar os esquemas padronizados e com doses de auto-
administracdo (Colegiada et al., 2010).

Os efeitos adversos aos medicamentos sdo infrequentes sendo, principalmente: anemia
hemolitica, hepatite, meta-hemoglobinemia, agranulocitose, sindrome pseudogripal, sindrome da
dapsona, eritrodermia, dermatite esfoliativa e plaquetopenia. Os mais graves relacionam-se a
dapsona e geralmente ocorrem nas primeiras seis semanas. O tratamento é considerado efetivo
apos a sua conclusdo e melhora dos sintomas independente da negativacdo baciloscépica. Para
criancas, a dose € ajustada de acordo com o peso. As recidivas sdo raras ocorrendo ap6s cinco

anos de alta do tratamento (Barbieri et al., 2016).

2.8 Reacdes hansénicas

A caracteristica crénica e evolutiva da doenca da-se pelo fato do bacilo da hanseniase
apresentar um periodo de incubacdo de trés a cinco anos. Durante a evolucdo da doenga,
fendmenos agudos, denominados episédios reacionais, podem surgir antes, durante ou apos a
instituicdo do tratamento especifico. A duragdo e o nimero desses episodios dependem da forma
clinica e/ou do indice baciloscopico inicial (Walker e Lockwood, 2008).

As reacdes hansénicas refletem fendmenos de hipersensibilidade aguda diante dos
antigenos do M. leprae e decorrem de processo imunoldgico acompanhado do aumento de
citocinas pro-inflamatérias (Teixeira, Silveira, da e Franga, de, 2010). Aproximadamente 25% a

30% dos pacientes com hanseniase irdo desenvolver reagdes, que podem causar lesdes na pele e
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agravar o dano nervoso. Os profissionais de saude devem estar treinados para reconhecer e tratar
essa manifestacdo o mais precoce possivel (Curto, Barboza e Paschoal, 2007; Lockwood e
Suneetha, 2005).

A reacdo do tipo | ou Reacdo Reversa (RR) é mais frequente nas formas HD durante o
primeiro ano de tratamento com a PQT (Hungria et al., 2017). Ao exame clinico sdo observados
sinais de inflamacdo aguda tais como: dor, eritema, infiltracdo, edema e exacerbacdo das lesdes
pré-existentes com possivel surgimento de novas lesdes (SCOLLARD et al., 2006). Geralmente
h& a presenca de quadros agudos de neurites isoladas e dor a palpagdo em todo o trajeto do nervo
(Smith et al., 2009; Teixeira, Silveira, da e Franca, 2010).

Os casos mais graves de RR apresentam ulceracdo profunda por necrose acentuada bem
como a formacéo de abscesso neural. As sequelas mais comuns da reacdo aguda séo: mao em
garra, pé caido e paralisia facial acompanhados de espessamento neural e perda de sensibilidade
das areas afetadas. Assim, as neuropatias constituem-se quadros graves que exigem intervencao e
conduta médica imediata a fim de prevenir o estabelecimento de incapacidades (Hungria et al.,
2017).

Embora seja considerada reacdo mediada pela imunidade celular, ainda ndo esta claro o
mecanismo da resposta imune na RR. Estudos mostram ser majoritariamente uma resposta Thl
com infiltracdo de células T CD4+ na pele e nos nervos com niveis elevador de TNF-o e IFN-y
no local da lesdo. O tratamento preconizado para a RR é com uso de corticoesterdides orais, a
exemplo da prednisona 1-2mg/kg/dia (Chaitanya et al., 2013). Além disso, em casos de neurite
aguda, também ¢é orientada a imobilizacdo do membro afetado bem como a fisioterapia a fim de
evitar o surgimento de sequelas (I et al., 2012).

A reacdo tipo I, também denominado de Eritema Nodoso Hansénico (ENH) ocorre com
maior frequéncia nas formas MB, durante a PQT, quando as lesbes cutaneas estdo em involucdo.
Entretanto, também existem casos em que o ENH se manifesta prévia ou posteriormente ao
tratamento especifico. O quadro clinico relaciona-se a imunidade humoral e a antigenos bacilares
com deposigdo de imunocomplexos nos tecidos. H& aumento significativo de citocinas séricas
tais como o TNF-a e 0 IFN-y sem, contudo, ocorrer mudanca definitiva da condi¢cdo imunolégica
do paciente. Afeta pacientes com respostas imunes celulares pobres mas com a resposta humoral

preservada contra o M. leprae (Chiaratti et al., 2016).
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As lesdes preexistentes a reacdo tipo Il tendem a permanecer inalteradas com a adicdo de
nodulos e/ou placas infiltradas, dolorosas e de coloragdo rosea. Estas podem evoluir para
pustulas e bolhas com ulceragcdo e formagdo de necrose (“eritema nodoso necrotizante”). Ha
comprometimento do estado geral e o paciente pode apresentar: febre, toxemia com
enfartamento ganglionar generalizado, dores musculares, artrite, irite, iridociclite, edema em
maos, pés e face. A inflamacgéo neural tem caracteristicas menos agressivas devido a evolucao
mais lenta que a observada na reacdo tipo I. Os fatores de risco da ENH s&o: formas HV,
infiltracdo cutanea, IB > 4, gravidez, puberdade, vacinacdo e estresse (Brasil. Ministério da
Salde, 2002).

Em funcdo dos niveis elevados de TNF-a a droga de escolha para o tratamento do ENH €
a Talidomida na dosagem de 100 a 400mg/dia, conforme a intensidade do quadro, exceto no caso
de gestantes ou pacientes que apresentam reacdo ao seu uso. Nas situacdes em que ha a presenca
de neurite é indicada a associacdo entre a Talidomida e Prednisona essa Ultima na dose 1 a
2mg/kg/dia. Em mulheres em idade fertil, a pentoxifilina na dose de 1.200 mg/dia, dividida em
doses de 400mg de 8/8 horas, associada ou ndo ao corticoide, é uma opcao terapéutica a fim de
evitar mal formagdes ao feto em casos de gestacdo (Brasil. Ministério da Saude, 2002; Silva e
Griep, 2007).

2.9 Eixo hipotalamo-hipofisario

O eixo hipotalamo-hipofisario € um dos componentes mais complexos do sistema
enddcrino. Este é fundamental na coordenacdo de toda a resposta enddcrina por estabelecer
relacbes de controle mutuo sobre a maioria das glandulas e controlar muitos aspectos da
homeostasia corporal. O hipotdlamo, que corresponde a uma pequena parte do diencéfalo,
secreta hormonios a partir de varia¢@es ciclicas no metabolismo reguladas pelo ritmo circadiano,
como os ciclos de sono-vigilia, levando a modificagdes preditivas do meio interno a partir de
referéncias externas associadas com disfuncdes fisiologicas e reprodutivas. Os principais
horménios liberados pelo hipotalamo que interferem na secrecdo hipofisaria sao:

e Hormonio liberador de tireotrofina (TRH);
e Hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH);

e Somatostatina ou hormonio inibidor do horménio do crescimento (GHIRH);



e Hormonio liberador de horménio do crescimento (GHRH);

e Hormonio liberador de corticotrofina (CRH);

e Hormonio liberador de prolactina (PrIRH);

e QOcitocina (OC);

e Arginina-vasopressina (AVP).
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A hipéfise, também denominada de pituitéria, € uma pequena glandula com cerca de 1cm

de didmetro e peso de 0,5 a 1g. Localiza-se na sela tlrcica na base do cérebro e esté ligada ao

hipotdlamo pelo pedunculo hipofisario. Em humanos a hipofise divide-se basicamente em duas

porcdes: 1- hipofise anterior ou adeno-hipofise e 2- hipdfise posterior ou neuro-hipofise. Os

hormonios hipofisérios controlam a diferenciacdo, proliferacdo celular e a secrecdo de demais

hormaonios representados na figura abaixo (MedlinePlus, 2013):

Hipofise

Adenoipdfise

Prolactina ggH
elH

Hipotalamo (SNC)

Cérebro

Cerebelo

Ocitocina

SHormines
N T > Antidiurético
{‘! P, \
//‘Am Neuroipdfise

TSH ACTH Somatotrofina

Figura 1: Esquema representativo da liberagdo de hormoénios pela adeno-hipdfise e neuro-

hipofise, segundo regulacdo do eixo hipotalamo-hipofisério. Fonte: (MedlinePlus, 2013).

A regulacédo da secrecdo de diversos hormonios € feita por mecanismos conhecidos como

feedback positivo e negativo. Nestes mecanismos de feedback, um hormonio influencia sua

propria secrecdo ou a secrec¢do de outro hormoénio que ird atuar em ambos os niveis, hipofiséario e

hipotalamico (MedlinePlus, 2013).
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2.10 Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).

De todos o0s eixos enddcrinos o hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) tem sido o mais
amplamente estudado. Atividade do eixo HPA ¢ governada pela secre¢do de horménio liberador
de corticotropina (CRH) e vasopressina (AVP) pelo hipotalamo os quais, por sua vez, ativam a
secrecdo do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) pela pituitaria, que finalmente estimula a
secrecdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal. Os glicocorticoides, entdo, interagem com seus
receptores em multiplos tecidos-alvos, incluindo o eixo HPA, onde sdo responsaveis pela
inibicdo negativa por feedback da secrecdo do ACTH pela pituitaria e do CRH a partir do
hipotalamo. O cortisol € um horménio corticosteréide da familia dos esterdides, produzido pela
zona fasciculada do cortex da glandula supra-renal, diretamente envolvido na resposta ao
estresse. Embora os glicocorticéides regulem a funcdo de quase todos os tecidos do corpo, o
efeito fisioldgico mais conhecido desses hormdnios € a regulacdo do metabolismo energético. Os
efeitos antiinflamat6rios e imunossupressores dos glicocorticdides sdo evidentes em doses
farmacoldgicas, ao passo que, fisiologicamente, esses hormdnios possuem um importante papel

regulatorio no sistema imunologico (Leal et al., 2006).

2.11 Eixo GH- IGF-1

O hormonio de crescimento (GH) é produzido pelos somatotrofos da hipofise anterior e
em sua forma predominante, que corresponde a aproximadamente 75% do GH circulante, é
constituida por uma cadeia Unica de 198 aminoacidos. A secre¢do do GH ocorre em pulsos,
principalmente no inicio das fases Ill e 1V do sono, com meia-vida de aproximadamente 20
minutos. Normalmente, ocorrem 6 a 10 pulsos secretorios nas 24 horas, principalmente a noite,
com concentracdes entre os pulsos tdo baixas quanto 0,04 ug/L (Martinelli Jr., Custédio e
Aguiar-Oliveira, 2008a).

A secrecdo hipofisaria de GH tem controle hipotalamico, exercido pelo GHRH
(hormonio liberador do GH), somatostatina e em menor intensidade pela ghrelina. O GHRH e a
ghrelina estimulam a secrecdo de GH atuando mediante receptores especificos distintos
acoplados a proteina G, enquanto a somatostatina exerce acao inibitoria. Quedas abruptas nos

niveis plasmaticos de qualquer dos substratos metabolicos energéticos resultam em elevacdes
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nos niveis de GH. Uma vez secretado, o GH estimula a producdo de fator de crescimento
semelhrante a insulina (IGF-1 e IGF-2) (Williams, 2012).

Os IGFs (IGF-1 e IGF-2) sdo fatores de crescimento peptidicos que apresentam elevado
grau de homologia estrutural com a pré-insulina e tém atividade sobre o metabolismo
intermediario, a proliferacdo, o crescimento e a diferenciacdo celular. IGF-1 e o IGF-2 sdo
moléculas de cadeia Unica com pesos moleculares de 7.649 e 7.471 daltons, respectivamente.
Esses hormonios sdo produzidos em praticamente todos os tecidos, nomeadamente nas
cartilagens de conjugacao, musculos, visceras e encéfalo. A sua secrecdo ocorre a medida que
sdo produzidos ndo existindo um o6rgdo de armazenamento. Sabe-se, atualmente, que para que o
crescimento seja adequado tanto o IGF circulante, de origem principalmente hepatica, quanto os
IGF produzidos nos tecidos sdo fundamentais. Este conceito reforca a importancia das acgoes
enddcrinas, paracrinas e autdcrinas dos IGFs (Martinelli Jr., Custddio e Aguiar-Oliveira, 2008a).

Diversos fatores estdo envolvidos na regulacdo da sintese dos IGFs. O GH é um dos
principais promotores da producdo de IGF-1 na vida p6s-natal. Entretanto, o estado nutricional e
0 aporte protéico-calérico também desempenham papel relevante, principalmente nos primeiros
anos de vida. Durante o crescimento intra-uterino, os IGFs apresentam menor dependéncia em
relacdo ao GH, o qual, ap6s o nascimento, assume gradualmente a posicdo de principal
regulador. Distintamente do observado em relacdo ao IGF-1, a acdo estimuladora do GH sobre a
secrecdo do IGF-2 é discreta (Williams, 2012).

2.12 Eixo hipotalamo-pituitario-gonadal.

O eixo hipotalamo-pituitario-gonadal estd amplamente relacionado com a funcédo
reprodutora masculina e feminina. A secrecdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do
horménio luteinizante (LH) é estimulada, a nivel do hipotdlamo, pelo GhRH. O GnRH é um
decapeptideo produzido predominantemente ao nivel do nucleo arqueado e na area pré-éptica do
hipotalamo, sendo posteriormente transportada até & eminéncia mediana e armazenada em
granulos de secrecdo. Antes da puberdade, a secre¢do de GnRH é continua e ndo consegue
despertar a secrecdo de gonadotrofinas pela hipdfise. Na puberdade, por maturagdo do sistema
limbico, a secrecdo de GnRH torna-se pulsétil inicialmente na fase do sono REM seguida do

sono ndo-REM e, finalmente, seguindo as 24 horas (Williams, 2012).
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As glicoproteinas LH e FSH regulam o desenvolvimento, crescimento, maturacao
pubertaria, processos reprodutivos e secre¢do de esterdides sexuais nas gbnadas. Sao segregadas
pelos gonadotrofos, que correspondem a 10-15% das células glandulares da adenohipdfise. A
pulsatilidade da secrecdo de LH e FSH mantém-se a custa da pulsatilidade da GnRH e néo
depende dos esterdides gonadais sendo diferente quando se trata do homem e mulher. Nos
homens, o FSH e o LH estimulam a producdo de testosterona pelas células de Leydig nos
testiculos e promovem a maturacao dos espermatozoides. Nas mulheres os dois horménios atuam
em diversas etapas do ciclo menstrual, atuando nos ovérios e estimulando a producdo de
estrogénio (Martinelli Jr., Custodio e Aguiar-Oliveira, 2008a).

Os principais hormonios sexuais femininos sdo o0 estrogénio e a progesterona. O
estrogénio é produzido pelos foliculos dos ovarios. Os trés estrogénios naturais sao o estradiol, o
estriol e a estrona. O estradiol é liberado na primeira fase do ciclo menstrual com sua producéo
aumentada na adolescéncia, quando é responsavel pelo aparecimento das caracteristicas sexuais
da mulher, e finalizando na menopausa. O estrogénio induz a musculatura lisa do Utero
aumentar, provoca 0 aumento da vagina, o desenvolvimento dos labios que a circundam, faz o
pubis se cobrir de pelos, 0s quadris se alargarem e o estreito pélvico assumir a forma ovoide.
Também contribui para a consolidacdo do tecido adiposo dificultando a sua metabolizacdo e
estimula o crescimento de todos os 0ssos logo apds a puberdade (Snider et al., 2009; Straub,
2007).

A testosterona é responsavel pelas caracteristicas diferenciais masculinas. A secrecao
desse hormonio inicia-se no feto com o desenvolvimento da genitalia externa masculina. J& na
puberdade e fase adulta a testosterona € responsavel pela virilizacdo, ou seja, pelo
desenvolvimento das caracteristicas fisicas que diferenciam o corpo do homem do corpo
feminino adulto bem como pelo desejo (libido), a erecdo e a fertilidade. Apds os 50 anos inicia-
se a deficiéncia androgénica do envelhecimento masculino, também conhecida como
hipogonadismo ou andropausa. A partir dessa fase hd uma queda expressiva nas concentragdes

séricas do hormonio (Snider et al., 2009).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estradiol
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estriol
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estrona
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%9Atero
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2.13 Influéncia hormonal na resposta imune a infecgdes

Os hormdnios podem influenciar a evolucéo de infecgdes. O estudo descrevem que ratos
hipofisectomizados sdo mais susceptiveis aos efeitos letais da bactéria Salmonella typhimurium,
devido a inabilidade dos macrofagos em se tornarem ativados normalmente. O GH é um dos
horménios produzidos pela hipofise que pode ter acdo na resposta imune. O GH induz a
producdo de IGF-1 e ambos agem como horménios anabolicos e moduladores do estresse em
muitas células, incluindo as do sistema imune (Medline Plus, 2013).

Os IGFs sdo hormonios peptidicos filogeneticamente bem preservados implicados no
metabolismo, inducdo de proliferacdo, inibicdo de apoptose e diferenciacdo de diferentes tipos
celulares. Evidéncias da literatura apontam também propriedades imunomoduladoras e anti-
inflamatdrias (Rodrigues et al., 2011). Estudos in vitro demonstraram que IGF-1 induz um
aumento na proliferacdo de promastigotas e amastigotas axénicas de diferentes espécies de
Leishmania (Gomes et al., 2007; Sciences, 1998). Estudos em modelo experimental infectado
por Leishmania major demonstraram que o IGF-1 promove um aumento significativo do
tamanho da lesdo e no nimero de parasitos viaveis no sitio da lesdo, favorecendo o crescimento
do parasito no interior dos macréfagos. Além disso, esse hormdnio atua no metabolismo de L-
arginina, promovendo principalmente o aumento da expressdo e ativacdo da arginase do parasito
e dos macrdfagos infectados levando a uma producdo de poliaminas que favorecem o seu
crescimento e, reciprocamente, diminuindo a producdo de 6xido nitrico (NO) e reduzindo o
atividade microbicida dos macrofagos (Vendrame et al., 2007).

Batista-Silva et al, 2016 demonstraram que o M. leprae induz a liberacdo IGF-1 o qual
atenua 0s mecanismos microbicidas dos macrdfagos e favorece o crescimento dele nessas
células. No entanto, Rodrigues et al. (2011) mostraram uma relacdo entre niveis mais baixos de
IGF-1 com formas clinicas MB e com o desenvolvimento de episodio reacional do tipo ENH. O
dano ao nervo na hanseniase é exacerbado com o desenvolvimento de episddios reacionais e esta
correlacionado a resposta imunoldgica desenvolvida pelo individuo contra o bacilo.

Em relacdo a testosterona, algumas observacdes sugerem um papel significativo deste
horm6nio na modulagdo imunoldgica em doencas infecciosas, como leishmaniose (Snider et al.,
2009) e tuberculose (Garcia-Goémez et al., 2013). Guerra-Silveira e Abad-Franch (2013)

mostraram uma clara predominancia do sexo masculino na incidéncia de tuberculose,
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leptospirose, meningite meningococica, hepatite A e na hanseniase. Em algumas doencas o
ambiente e a condicdo social interferem significantemente para o dimorfismo sexual, por
exemplo, quando o homem, devido a situagdes laborais e sociais, se expde mais do que a mulher
a determinado fator de risco. No entanto a hipotese de um efeito fisiolégico ganha suporte em
observacfes do nosso grupo na hanseniase em um levantamento dos casos de hanseniase no
periodo de 2005 a 2011. Nesse estudo, apesar do numero de casos de hanseniase ser igual entre
homens e mulheres, houve uma associa¢do de formas MB com o sexo masculino (OR 2.9, 95%
Cl [2.46 to 3.30]; p<0.0001), o que sugere maior acometimento das formas graves em homens
(Oliveira, de et al., 2012).

Os efeitos supressores da testosterona no sistema imune sdo bem estudados. A
testosterona induz regulacdo negativa de fatores de transcricdo préinflamatérios como a proteina
p38 MAP (Benten et al., 2004), reduz a sintese de citocinas inflamatorias, incluindo TNF,
através da inibicdo do fator nuclear kappa B (NFkfB) (McKay e Cidlowski, 1999), altera a
liberacdo de citocinas inflamatorias por macrofagos perante exposicdo a endotoxina (Angele et
al., 1998), reduz atividade de células NK, diminui a capacidade microbicida de neutrofilos
humanos, aumenta a produgdo de IL-10 (Liva e Voskuhl, 2001; Nieves-bonilla, [s.d.]) e diminui
a expressao de receptores do tipo Toll (TLR4) em macr6fagos, um dos receptorespresente em
células inflamatorias que reconhece padrées moleculares de patdégenos (PRRs), nesse caso o
lipopolissacarideos de bactérias (Rettew, Huet-Hudson e Marriott, 2008).

Entretanto, podemos evidenciar o efeito imunoldgico do estrégeno como oposto ao da
testosterona. Observacdes relativamente antigas ja mostram que o estrégeno pode aumentar a
fagocitose, por macréfagos, de eritrécitos opsonizados por IgG (Friedman, Nettl e Schreiber,
1985) fato esse explicado por observacdes mais recentes de que macrofagos tem receptores de
androgeno e de estrogeno (Klein, 2004). O estrogeno aumenta a resposta imune protetora e
aumenta a atividade do promotor genético para INF-y, aumenta a citotoxicidade e a produgédo de
IL-1, IL-6 e TNF por células NK além de diminuir a producédo de IL-4, IL-10 e TGF-p (Garcia-
Gomez et al., 2013; Straub, 2007).

Ja o cortisol estd diretamente envolvido na resposta ao estresse. Dos hormonios com
efeito sobre a resposta imune, este € o mais reconhecido. O cortisol tem funcdo catabdlica, no
equilibrio eletrolitico e no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, além de possuir um

potente efeito anti-inflamatdrio nos fagdcitos e imunosupressor nas células T. Este hormonio é


http://pt.wikipedia.org/wiki/Estresse
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lip%C3%ADdeo
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utilizado largamente no tratamento de diversas doencas inflamatorias e autoimunes. O cortisol
tem efeitos supressores tanto na resposta imune inata quanto adaptativa. Apesar de induzir
neutrofilia, pela liberacdo dessas células da medula 6ssea e reducdo da mobilizagdo de leucécitos
circulantes por inibicdo da producéo e ligacdo de moléculas de adeséo aos receptores, reduzindo
a marginacdo dos neutrofilos, diminui a atividade fagocitaria e bactericida dos neutrofilos. Além
disso, o cortisol em doses mais elevadas, diminui o nimero de linfécitos circulantes por bloqueio
da progressao no ciclo celular, particularmente os T auxiliares. Toda a imunidade mediada por
celulas é deprimida, sendo os mecanismos de depressdo desta resposta um efeito em linfocitos e
macrofagos, inibindo a producdo de dois fatores que estimulam a transcricdo de citocinas: NFx-B
e a proteina ativadora-1 (AP-1). Em consequéncia, reduz-se a producéo e liberacdo das citocinas:
TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-2 (Rook e Baker, 1999b).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Leuc%C3%B3cito
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar aspectos imunoldgicos e hormonais associados a apresentacdo clinica e
complicacBes da hanseniase.
Hipotese: Concentragdes hormonais e marcadores imunoldgicos podem ser utilizados

como preditores de formas clinicas mais graves e complica¢des da hanseniase.

3.2 Especificos

Avaliar a associagéo entre as concentracdes de hormonios que interferem na resposta imune com
as formas clinicas e complicacdes da hanseniase.
Hipdtese: Concentracdes de alguns hormonios que afetam a resposta imune se associam
as formas clinicas mais graves da Hanseniase e podem ser preditores do surgimento de

reacdes hansénicas e lesdes neuroldgicas.

Analisar a associacdo entre concentragcdes séricas de marcadores imunoldgicos com as formas
clinicas e complicacGes da hanseniase.
Hipotese: Variacfes em biomarcadores inflamatérios interferem no surgimento de
formas clinicas mais graves da hanseniase e podem ser preditores do surgimento de

reacdes hansénicas e lesdo neurologica.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do estudo

O estudo apresentou os seguintes desenhos:
- Para avaliacdo no diagndstico: foi realizado um estudo transversal, de comparagédo de grupos,
baseado na coleta de dados clinicos e parametros imunoldgicos e hormonais que o paciente
apresentou no diagnoéstico da hanseniase.
- Para acompanhamento da evolucao clinica: foi realizado um estudo de coorte com os pacientes,
recrutados no estudo transversal, que fizeram o tratamento regular para hanseniase e foram
acompanhados mensalmente e até um ano apds a alta clinica a fim de avaliar o surgimento das
complicacdes da doenca (episddios reacionais e/ou incapacidade fisica).

O esquema representativo, de recrutamento e acompanhamento dos contoles e pacientes,

segue abaixo:
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Recrutamento de pacientes e controles na pesquisa

Critérios de inclusdo e exclusdo
TCLE

|
Questionario — | Forma Clinica

Exame Dermatologico
Histopatologia e

baciloscopia [ Classificagdo Operacional ]E/?B
> [ Tratamento PQT ]
ComplicagGes da Hanseniase -
Reacdo hansénica e/ou incapacidade fisica
Acompanhamento dos
‘ pacientes
[ Coleta de Sangue ] Até 01 ano apds a alta
[Controle contactante sadio] [ Paciente } Mensal Inicio, meio
| e final do
‘ tratamento
Laboratério LAMAC Laboratorio de biologia Exame neurolégico
ACTH molecular ‘ (GIF)
Cortisol IFN-y, TNF- ¢, P q
IGF-1 IL-10, IL-12p70 [R rf"seH”‘;a °c ]
Testosterona TGF-p, IL-17A, IL-1 eacgdo Hansénica

Figura 2. Diagrama esquematico de recrutamento de pacientes e controles contactantes
sadios na pesquisa. TCLE: termo de conscentimento Livre e esclarescido; HI: hanseniase
indeterminada; HT: hanseniase tuberculdide; HD: hanseniase dimorfa; HV: hanseniase
virchowiana; PB: paucibacilar; MB: multibacilar; GIF: grau de incapacidade fisica; PQT:
poliquimioterapia. Etapa de realizacdo do estudo transversal e etapa de estudo de coorte.

4.2 Caracterizacdo da amostra

A amostra por conveniéncia, ndo aleatdria, com recrutamento de pacientes com
diagndstico de hanseniase, detectados por busca ativa ou encaminhamento de outras unidades,
sem tratamento prévio, atendidos pelo projeto (DES)MANCHA, no ambulatorio de dermatologia
do Hospital Universitario (HU) em Aracaju, Sergipe. O projeto (DES)MANCHA foi criado no
ano de 2000 e tem como objetivo principal detectar os casos de hanseniase admitidos no
ambulatorio de dermatologia por demanda espontanea ou por encaminhamento. O periodo de

inclus&o dos pacientes no estudo foi de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.
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4.3 Diagnostico dos pacientes e recrutamento dos controles contactantes sadios

O diagnostico da hanseniase foi realizado por médicos especialistas do ambulatério de
dermatologia do HU e que fazem parte do projeto (DES)MANCHA. Foi realizada uma
investigacdo epidemioldgica seguida de avaliacdo dermatoneuroldgica, solicitacdo de exames
como baciloscopia e histologia da lesdo, conforme rotinas que ja sdo estabelecidas e
regulamentadas pelo o Programa Nacional de Controle da Hanseniase (PNCH) através da
Portaria 3.125, SVS/MS de 7 de Outubro de 2010. Exames laboratoriais de rotina foram
solicitados em caso de necessidade de acompanhamento terapéutico. A conducdo do tratamento
foi realizada de maneira independente, seguindo critérios do PNCH ndo sofrendo, portanto,
influéncias que possam causar prejuizos aos pacientes.

Os controles contactantes sadios (CCS) foram selecionados a partir de familiares e/ou
acompanhantes dos pacientes de realizaram a avaliacdo dermatoneuroldgica para exclusdo da
hanseniase. Os mesmos foram avaliados uma Unica vez para coleta e analise de marcadores

hormonais e imunoldgicos.

4.4 Critérios de inclusdo e exclusdo

Os critérios de inclusdo para pacientes da pesquisa foi ter o diagnéstico de hanseniase
confirmado por aspectos clinicos (presenca de lesbes cutaneas sugestivas de hanseniase e com
alteracdo de sensibilidade), baciloscopia e histopatologia, além de ter consentido participar do
estudo. Para as suspeitas de casos da forma clinica neural pura a confirmacdo foi por meio de
quadro clinico (presenca de neurite ou de comprometimento da funcdo de nervos periféricos
caracteristicos de hanseniase) e eletroneuromiografia.

Os critérios de exclusdo foram ter iniciado o tratamento com PQT para hanseniase,
presenca de infec¢do ou condicédo clinica que interfira no padrdo de resposta imune, nas formas
clinicas da doenca, na sua gravidade ou no exame neuroldgico (HIV, HTLV-I, Diabetes Mellitus,
hérnia de disco e/ou gestacdo), estar em uso de medicamentos que possam alterar o padrdo de
resposta imune, a exemplo de corticosterdides. Os controles que apresentaram sinais

dermatoneuroldgicos de hanseniase também foram excluidos da pesquisa.
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4.5 Procedimentos do estudo

4.5.1 Avaliacéo inicial

Os pacientes foram admitidos e/ou encaminhados para a avaliacdo e diagndstico da
hanseniase no ambulatério do (DES)MANCHA. Essa avaliacdo consiste no exame
dermatoneuroldgico, realizado por dermatologista, seguido da realizacdo de exames
complementares como histopatologia, atraves de bidpsia da lesdo para o diagnostico da forma
clinica da hanseniase (HI, HT, HD, HDT, HDV, HV ou NP). Também foi solicitada a
baciloscopia da linfa para avaliacdo do IB e definicdo da classificacao operacional (PB ou MB)
que orienta o tempo de administracao da PQT em 06 (seis) ou 12 (doze) meses, respectivamente.

Ainda na consulta inicial, os pacientes foram submetidos a avaliacdo neuroldgica
simplificada das regides dos olhos, méos e pés (ANEXO 1) a fim de classificar o GIFem 0, 1 ou
2. A avaliacdo do GIF foi realizada no diagndstico, no meio e ao final do tratamento ou no caso
de surgimento de episddio reacional e/ou queixas neuroldgicas durante o acompanhamento
mensal do paciente. Em seguida foi preenchido um questionario com dados sécio-econdmicos,

informacdes sobre doencas pregressas e atuais (APENDICE 1).

4.5.2 Coleta de sangue e avaliagdo hormonal

Apds a confirmacdo diagnostica da hanseniase e antes da utilizacdo de esquema
medicamentoso os pacientes foram encaminhados para realizar coleta de sangue para avaliacdo
de marcadores hormonais. Os CCS seguiram 0 mesmo protocolo de orientagdo e coleta de
sangue. A coleta de sangue para avaliacdo hormonal foi realizada no Laboratério Médico de
Analises Clinicas (LAMAC) localizado na Rua Lagarto, namero 1290, bairro: centro, em
Aracaju, Sergipe. O referido laboratério é colaborador da pesquisa e, na ocasido, foi orientado ao
paciente e CCS jejum de 12 horas e coleta no turno da manha, até as 8:00 horas. Foram colhidos
8ml de sangue para avaliagdo do ACTH, Cortisol, IGF-1 e Testosterona. Foi utlilizado o método
de quimioluminescéncia e os valores foram considerado de acordo com o intervalo de referéncia

por idade fornecido pelo fabricante do kit.
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4.5.3 Dosagem das citocinas

Para avaliacdo das citocinas foram colhidos 8 ml de sangue periférico dos CCS e
pacientes antes do tratamento com a PQT, no laboratorio de biologia molecular do HU. Em
seguida, o sangue foi centrifugado, para separacéo do soro, e armazenado em freezer & -80° para,
posteriormente, ser analisado o perfil das citocinas. As concentracdes séricas das citocinas (IL-
12p70, IFN-y, IL-17A, IL-1B,1L-10 e TNF-a) foram dosadas por andlises de multiplex
(Luminex- Kit Milliplex - Painel Magnético Th17, Panomics, Affymetrix, Fremont, CA). Os

ensaios foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.
4.5.4 Acompanhamento dos pacientes

Apbs o diagnostico e avaliagdo inicial o paciente foi orientado quanto ao tratamento com
a PQT preconizada e fornecida pelo MS. O MS orienta 0 acompanhamento mensal dos casos e,
por isso, 0 paciente é orientado a comparecer ao ambulatdrio a cada 28 dias a fim de tomar a
dose supervisionada e levar a cartela de medicacdo para tomar no domicilio. A cada
comparecimento mensal desse paciente ao ambulatério e até um ano apdés o término do seu
tratamento foi realizado o preenchimento de uma ficha de acompanhamento na qual foram
registradas informacBes que tinham como objetivo detectar possivel surgimento de episodio
reacional e/ou lesdo neuroldgica. A ficha contem informagdes sobre o estado geral do paciente
como: astenia, febre, fraqueza muscular, parestesia, perda de peso e nauseas, bem como exame
fisico com inspecdo para o surgimento e/ou exacerbacdo de manchas, edema e nddulos na pele
(APENDICE II).

4.6 Aspectos éticos

O presente trabalho foi encaminhado para aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da Universidade Federal de Sergipe CEP-UFS, como parte de um
projeto maior intitulado “Aperfeicoamento dos métodos de deteccdo de M. leprae e definigdo de

biomarcadores para o diagnostico das formas clinicas e complica¢des da hanseniase”. O projeto
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atendeu a Resolugdo n° 466, de 12 de Dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude e foi aprovado com nimero do CAEE: 31167014.4.0000.5546.

Apo6s o diagnostico da hanseniase, os pacientes e CCS recrutados e/ou responsaveis
legais receberam uma explicagdo verbal sobre os objetivos da pesquisa. Em seguida foram
convidados a participar do estudo e foi solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (APENDICE Il1). Em casos de doentes menores de 18 anos, foi solicitada
a autorizacdo do responsavel legal por meio de TCLE especifico) (APENDICE 1V). A condugéo
do tratamento foi realizada de maneira independente, seguindo critérios do PNCH, néo sofrendo

influéncias que possam causar prejuizos aos pacientes.

4.7 Anélises estatistica

As concentracfes hormonais e de citocinas foram comparadas entre os diferentes
subgrupos e de acordo com as formas clinicas da hanseniase. Os testes de D'Agostino e Pearson
foram aplicados para analisar se 0s grupos a serem comparados tinham dados que obedeciam
uma distribuicdo normal. A porcentagem, média, variacdo e desvio padrdo dos grupos foram
calculados. Foram calculadas médias e desvio padrdo para as variaveis continuas e frequéncias
para as variaveis categoricas. Nas analises das variaveis demograficas e clinicas, teste de exato
Fisher foi utilizado para analises de associacdo entre as variaveis categéricas com seus
determinantes e célculo da razdo de prevaléncia (RP) no estudo transversal, ou do risco relativo
(RR) no estudo prospectivo. Kruskall-Wallis foi utilizado nas analises das variaveis continuas
para detectar diferencas entre dados ndo paramétricos de 3 grupos. As diferencas estatisticas das
varidveis continuas entre dois grupos ndo paramétricos foram determinadas pelo teste de Mann-
Whitney, ou pelo teste t de Student (considerando a variéncia desigual dos grupos) em dados
paramétricos. Analise de correlagcdo de Sperman foi utilizada para comparar as dosagens de
ACTH e cortisol. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando foi

obtido p <0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando Graph Pad Prism verséo 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo de hormdnios circulantes associados as formas clinicas e complicacbes da

hanseniase

Na tabela 1 pode ser observado que os pacientes MB tinham média de idade mais alta
(48,1 £ 17,7 anos; p= 0,007) quando comparados aos pacientes PB (43,8 £ 17,1 anos) e 0s
controles (36,2 + 10,8 anos). Os homens apresentaram maior frequéncia das formas MB (54,3%)
que as formas PB (35,5%; p = 0,04). Os pacientes MB apresentaram frequéncia muito baixa de
baciloscopia positiva (30.9%), considerando a alta carga bacilar observada nas bidpsias cutaneas.
A ocorréncia de episddios reacionais foi mais frequente nas formas MB (44,4%), quando
comparada as formas PB (20%; p= 0,006), bem assim a ocorréncia de incapacidade fisica, sendo
em pacientes MB (76,5%) e nos PB (22,2%; p< 0,0001).

Tabela 1. Variaveis demograficas e clinicas dos pacientes paucibacilares e multibacilares e
dos controles contactantes sadios que participaram das avaliacdes hormonais.

Variaveis PB MB CCS p
(n = 45) (n=81) (n=19) RR [IC 95%]
Idade Variagdo 05—79 09 — 82 19 - 67
'\D"lfd'a * 438+1701 481177 362108 *0,007
ab
Homem N6 16(355%)°  44(543%)° 06 (3L6%) 004
’ ’ 1,31 1,01 -1,72]
Baciloscopia
positiva n (%) 0 (0%) 25 (30,9%) NA -
Reacdo hansénica 0 0 0 **0.006
n (%) 09 (20%) 36 (44,4%) NA 144112 - 184]
Grau de o
incapacidade fisica n (%) 10 (22,2%) 62 (76,5%) NA <0.0001

2,45 [1,74 — 3,65]

MB (multibacilares); PB (paucibacilares); CCS (controle contactante sadio);

DP (desvio padrédo); RR (risco relativo); IC (intervalo de confianca); NA (ndo se aplica)
* Teste: Kruskall-Wallis; ** Teste: Exato de Fisher; p< 0,005; ab: valor de p referente a
correlacdo entre os pacientes multibacilares e paucibacilares.
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As concentracOes de hormdnios séricos foram avaliadas em pacientes com hanseniase de
acordo com a sua classificacdo operacional (PB e MB), formas clinicas (HI, HT HD e HV) bem
como nos CCS. Foram observadas concentracoes elevadas de ACTH nos pacientes MB (média +
desvio padrdo) (24,2£13,1 ng/ml; p= 0,002) e PB (23,5£14,9 ng/ml; p= 0,007) quando
comparadas aos controles (11,9+12,3 ng/ml; Figura 3A), embora ndo tenha havido diferenca
significativa de ACTH entre as formas PB e MB. As concentracdes séricas de cortisol também
foram mais elevadas em pacientes PB (10,97%4,5 pg/dl; p=0,03) quando comparadas com as dos
CCS (8,4+2,7 pg/dl; Figura 3B). Porém, nao foram encontradas diferencas quando comparadas
as formas PB e MB.

Ao considerar as formas clinicas da doenca, de acordo com a classificacdo de Ridley e
Jopling (1966), foram observadas concentracfes mais elevadas de ACTH nos pacientes HI
(29,2+22,5 ng/ml) quando comparadas as das demais formas clinicas e dos controles. Os CCS
apresentaram concentrac6es mais baixas de cortisol (8,4+2,7 ug/dl) do que todas as formas
clinicas da hanseniase (HT 24,6+11,9 ng/ml, p= 0,004; HD 22,9+12,4 ng/ml, p=0,02; HV
22,4+9.5 ng/ml, p= 0,05; Figura 3C). Concentra¢cdes mais elevadas de cortisol também foram
detectadas nos pacientes HT (12,1+4,7 pg/dl) em relagéo aos CCS (8,4+2.7 pg/dl, p=0,003), HD
(9,02+4,8 pg/dl; p=0,004) e os HV (8,9+2,7 ug/dl; p= 0,03; Figura 3D).
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Figura 3. ACTH e Cortisol de controles contactantes sadios (CCS) bem como de pacientes
com Hanseniase, de acordo com a classificacdo operacional e formas clinicas. Concentraces
séricas de ACTH (A) e Cortisol (B) em controles contactantes sadios (CCS) e em pacientes
Paucibacilares (PB) e Multibacilares (MB). ACTH (C) e Cotisol (D) em CCS e pacientes com
hanseniase de acordo com as formas clinicas (HI, HT, HD e HV). Os soros dos pacientes foram
coletados em laboratorio certificado e colaborador da pesquisa até as 8:00 da manha. As
concentragdes dos hormonais foram analisadas pelo método de quimioluminescéncia. As linhas
pontilhadas no grafico indicam limites de normalidade. Para anélise estatistica foi considerado

significante um valor de p < 0,05.
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Ao considerar que o ACTH e Cortisol estdo envolvidos na supressdo da resposta
inflamatdria sistémica, as concentragdes sericas desses hormaonios foram analisadas em pacientes
com ou sem episodios de reacdo hansénica. Os pacientes que apresentaram reacdo hansénica
antes do tratamento com a PQT tiveram concentra¢Ges mais baixas de ACTH (19,7£10,3 ng/ml)
quando comparadas com as dos pacientes sem reacao (26,1+13,4 ng/ml; p=0.04; Figura 4A).
Similarmente, as concentracdes de cortisol foram mais baixas nos pacientes com reacdo
hansénica (8,5£3,9 ng/ml) quando comparadas com as dos pacientes que apresentaram reacao
(11,3+4,7 ng/ml; p=0,007; Figura4B).

Posteriormente foi avaliado os niveis hormonais dos pacientes que evoluiram com
episadios reacionais durante qualquer tempo do acompanhamento uma vez que € possivel o
surgimento de reagdo antes, durante ou apds o uso da PQT. Né&o foi observado diferencas entre
0s grupos quando analisados os niveis de ACTH (Figura 4C). Entretanto, niveis baixos de
cortisol foram detectados em pacientes com reacdes hansénicas (8,7+3,7 ng/ml) que em
pacientes que ndo evoluiram com reacao (11,8+5,5 ng/ml; p= 0,01; Figura 4D). A presenca de
incapacidade fisica (grau 1 ou 2) também é um fator considerado como complicacdo da doenca,
porém, ndo foram encontradas relagdes entre os niveis de ACTH e cortisol entre os pacientes que

apresentaram ou nao qualquer incapacidade fisica no diagndstico; Figura 4E E 4F.
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Figura 4. ACTH e Cortisol em pacientes de acordo com a ocorréncia de episddios reacionais e incapacidade fisica.
Concentraces séricas de ACTH (A) e Cortisol (B) antes do tratamento com a PQT em pacientes que desenvolveram ou nao episodios
reacionais antes do tratamento; ACTH (C) e Cortisol (D) em pacientes que apresentaram episodios reacionais durante ou apos 0
tratamento; ACTH (E) e Cortisol (F) em pacientes com (GIF 1 ou 2) e sem incapacidade fisica (GIF 0) (E). Os soros dos pacientes
foram coletados em laboratorio certificado e colaborador da pesquisa, até as 8:00 da manha. As concentra¢es dos hormonios foram
analisadas pelo método de quimioluminescéncia. As linhas pontilhadas no grafico indicam limites de normalidade. Para anélise
estatistica foi considerado significante um valor de p < 0,05.



52

No gréafico 1 foi realizada analise de correlacéo entre os valores de ACTH e cortisol dos
pacientes que apresentaram episodio reacional no diagndstico clinico. Foi possivel observar uma
correlagdo positiva entre os hormonios (IC: 0,35-0,65; r= 0,52; p<0,0001) o que confirma os
dados apresentados anteriormente que sugerem uma regulacdo enddcrina central nos pacientes

que possuem complicacdes da doenca.

807 p <0.0001
IC: 0.35 -0.65
Spermanr =0.52

60 A *

ACTH ng/ml

25

Gréafico 1. ACTH e Cortisol em pacientes que apresentaram episodio reacional no
diagndstico da hanseniase. Correlacdo de Sperman entre as concentragdes séricas de ACTH e
Cortisol dos pacientes com episodio reacional antes do tratamento com da PQT. Os soros dos
pacientes foram coletados em laboratério certificado e colaborador da pesquisa, até as 8:00 da
manha. As concentracdes dos horménios foram analisadas pelo método de quimioluminescéncia.
Para analise estatistica foi considerado significante um valor de p < 0,05.

As concentragdes do horménios IGF-1 foi analisada nos soros dos pacientes com
hanseniase bem como dos controles. As concentracdes de IGF-1 estavam mais elevadas nos CCS
(8,4+5,1 ng/ml) do que nos pacientes PB (4,1+4,3 ng/ml; p= 0,02) e MB (4,09£6,5 ng/ml; p=
0,003; Figura 5A).
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Ao estratificar por forma clinica observou-se concentracdes mais elevadas de IGF-1 nos
pacientes HI (6,5+6,4 ng/ml) em relacdo as dos pacientes com as demais formas (HT 3,03+3,5
ng/ml; HD 3,1+4,5 ng/ml; HV 3,6£2,5 ng/ml) sendo as diferencgas significantes entre as formas
Hl e HT (p=0,02) e HI e HD (p= 0,02). J& os CCS, por sua vez, apresentaram valores de IGF-1
mais elevados que qualquer forma da hanseniase (8,4+5,1 ng/ml), sendo as diferencas
significantes entre CCS e as formas HT (p= 0,002), HD (p= 0,008) e HV (p=0,001) Figura 5B.

A B *p=0.01
304 “p=0.003 30- ‘p = 0.008
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Figura 5. IGF-1 em controles contactantes sadios (CCS) e pacientes com hanseniase de
acordo com a classificacdo operacional e forma clinica. Concentracfes séricas de IGF-1 (A)
em CCS e pacientes paucibacilares (PB) e multibacilares (MB); IGF-1 (B) em pacientes
classificados de acordo com as formas clinicas da hanseniase (HI, HT,HD e HV) e CCS. Os
soros dos pacientes foram coletados em laboratério certificado e colaborador da pesquisa até as
8:00 da manhd As concentracbes hormonais foram analisadas pelo método de
quimioluminescéncia e apresentados em ng/ml. Os valores de IGF-1 foram corrigidos pela
mediana de idade. Para andlise estatistica foi considerado significante um valor de p < 0,05.

Mais uma vez foram avaliadas as concentra¢fes hormonais em relacdo as complicacGes
da hanseniase (episadio reacional e incapacidade fisica). Ndo foram encontradas diferencas entre
as concentracfes de IGF-1 antes do tratamento, entre 0s pacientes com e sem episodios
reacionais antes do tratamento (Figura 6A). Ademais quando avaliado o horménio em pacientes
que evoluiram com episodios reacionais, durante ou apés a conclusdo do tratamento, foram

observadas concentragcbes mais baixas de IGF-1 nos pacientes que apresentaram reacao
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hansénica (2,8+1,6 ng/ml) em comparacdo aos que ndo apresentaram reacao (4,2+2,8 ng/ml; p=
0,04), Figura 6B. Em relacdo a presenca de incapacidade fisica (GIF 1 e 2) o IGF-1 também
encontrou-se mais baixo em pacientes com incapacidade (2,8+1,6 ng/ml), em relacdo aqueles
sem GIF (4,5£2.7 ng/ml; p= 0,007 Figura 6C).

Antes do tratamento

Durante ou apds o tratamento
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Figura 6. IGF-1 em pacientes com hanseniase de acordo com a ocorréncia de episodios
reacionais e incapacidade fisica. Concentracdes séricas de IGF-1(A) em pacientes com e sem
reacdo antes do tratamento; IGF-1(B) em pacientes com e sem reacdo durante ou ap6s 0
tratamento e IGF-1(C) em pacientes com e sem incapacidade fisica (GIF 1 ou 2). Os soros dos
pacientes foram coletados em laboratdrio certificado e colaborador da pesquisa até as 8:00 da
manhd. As concentra¢fes hormonais foram analisadas pelo método de quimioluminescéncia e
apresentados em ng/ml. Os valores de IGF-1 foram corrigidos pela mediana da idade. Para
analise estatistica foi considerado significante um valor de p < 0,05.

As concentracGes séricas de testosterona também foram avaliados nos controles e
pacientes. Concentragdes mais elevadas desse horménio foram encontradas nos homens com as
formas MB (6,13 + 2,7 ng/ml) quando comparados aos PB (4,12 £1,9 ng/ml; p= 0,009) e aos
CCS (4,36+ 1,01; p=0,04; Figura 7A). De maneira semelhante, quando os pacientes foram
separados de acordo com suas formas clinicas, concentracdes mais elevadas de testosterona
foram encontradas numa das formas mais graves da doenca (HD 6,17 = 2,6 ng/ml) quando
comparadas com as dos homens com a forma HT (p= 0,04) e com as dos CCS (p= 0,04;
Figura7B). Em virtude da reducdo nos niveis de testosterona ap6s os 50 anos, optou-se por

realizar andlises separando esses grupos de homens com idade < 50 anos e > 50 anos, de acordo
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com a classificacdo operacional. Foram detectadas concentracGes mais elevadas de testosterona
em homens abaixo de 50 anos com as formas MB (6,58+ 3,2 ng/ml) quando comparado aos
homens com formas PB (4,21 2,3 ng/ml; p= 0,04) ou os CCS (4,26+ 0,8 ng/ml; p= 0,04, Figura
7C). Quando avaliado os homens maiores de 50 anos, ndo foram observadas diferengas entre os
grupos PB e MB (Figura 7D).
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Figura 7. Testosterona em homens controles contactantes sadios (CCS) e pacientes com
hanseniase de acordo com a classificacdo operacional e forma clinica. Concentracdes de
séricas de testosterona foram comparadas em homens CCS e com as formas paucibacilar (PB) e
multibacilar (MB) (A); e homens CCS e pacientes classificados de acordo com as formas clinicas
(HI, HT, HD e HV), determinada pela histopatologia (B); e em homens PB e MB separados em
grupos de menores que 50 anos (C) e maiores que 50 anos (D). Os soros dos pacientes foram
coletados em laboratorio certificado e colaborador da pesquisa, até as 8:00 da manha. As
concentragdes dos hormonais foram analisadas pelo método de quimioluminescéncia. As linhas
pontilhadas no grafico indicam limites de normalidade. Para anélise estatistica foi considerado
significante um valor de p < 0,05.
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5.2 Avaliacdo de marcadores imunologicos associados as formas clinicas e complicacdes da
hanseniase.

A tabela 2 descreve as variaveis clinicas e demogréficas dos pacientes e CCS que
possuiram dosagem citocinas. Foi possivel observar que os paciente PB apresentaram média de
idade mais alta (49,61 + 18,95) quando comparado com os pacientes MB (43,57 + 15,94) e os
CCS (46,87t 14,51; p=0,43), porem, sem diferenca estatistica (p= 0,43). Os homens
apresentaram maior frequéncia das formas MB (57,2%) quando comparado com as formas PB
(26,1%; p<0,04) com presenca de altas cargas bacilares (35,7%). A presenca de reacdo hansénica
foi mais frequénte nas formas MB (71,4%) quando comparada as formas PB (17,4%; p<0,0002).
Similarmente a presenca de incapacidade fisica foi maior nos pacientes MB (60,7%) que nos
pacientes PB (30,4%; p=0,04).

Tabela 2. Variaveis demograficas e clinicas dos pacientes paucibacilares e multibacilares e

dos controles contactantes sadios que participaram das dosagens de citocinas.

o PB MB CCS p
Variaveis
(n=23) (n=28) (n=23)

Idade Variagio 11-81 10-68 20-72

Média +

DP 49,61+18.95  4357+1594 46,87+ 14,51 *0.43
Homem n (%) 6 (26,1%)° 16 (57,2%)" 10 (43,5%) *%(,04 %
Baciloscopia n (%) 0 10 (35,7%) NA i
positiva
Reagdo hansénica o 4 (17,4%) 20 (71,4%) NA *%(),0002
Grau de n (%) 7 (30,4%) 17 (60,7%) NA *%0,04

incapacidade fisica

MB (multibacilares); PB (paucibacilares); CCS (controle contactante sadio); DP (desvio padrdo); NA
(ndo se aplica) * Teste: Kruskall-Wallis; ** Teste: Exato de Fisher; p< 0,005; ab: valor de p referente a
correlacdo entre os pacientes multibacilares e paucibacilares.
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Com o objetivo de avaliar marcadores imunologicos relacionados a apresentacdo e as
complicac@es clinicas da hanseniase foram dosadas as concentracdes séricas das citocinas (INF-
y, 1L-12p70, IL-17A, IL1-B, IL-10 e TNF-a) e comparadas entre as diversas formas de
apresentacdo clinica e entre os pacientes com e sem complicacdes da doenga. Referente aos
dados das citocinas envolvidas na resposta imune Thl (IFN-y e IL-12p70), foram observadas
concentragdes mais elevadas de INF-y na forma clinica HT (83,16 £ 45,03pg/ml), quando
comparadas com as detectadas em CCS (79,02+26,9 pg/ml, p= 0,002). No entanto, nos
observamos também concentragdes mais elevadas de INF-y na forma clinica HV (79,02 + 26,9
pg/ml, p< 0,05) quando comparadas as dos pacientes com as demais formas clinicas e com os
CCS (Figura 8A). Em relacdo as concentracdes de IL-12p70, foram mais elevadas em pacientes
com HI (71,2 £18,8 pg/ml, p= 0.02) e HT (63,7 + 9,5pg/ml, p= 0,04) quando comparadas as dos
pacientes com a forma HV (57,4 + 7,07 pg/ml; Figura 8B).

Uma vez que alguns estudos reportaram o papel protetor da resposta Th17 nas infeccbes
intracelulares, assim como na hanseniase, n6s dosamos também as concentracdes séricas das
citocinas IL-17A e IL-1B (citocinas da resposta Th17) nos pacientes e controles contactantes. Em
relacdo a IL-17A, os pacientes com HT apresentaram concentra¢fes mais elevadas (49,2 + 10,5
pg/ml) quando comparadas as de pacientes com HV (40,7 £ 4,6 pg/ml, p= 0,01), com HD (38,2 +
10,1pg/ml, p= 0,008) e com os CCS (37,2 £ 6,8 pg/ml, p= 0.0003; Figura 8C). Em relacdo as
concentragdes de IL1-B, citocina envolvida na formagdo do inflamassoma, foram observados
valores mais elevados nas formas HI (62,9 + 16,3 pg/ml) e HT (61,7 £ 12,2 pg/ml pg/ml) quando
comparados a forma HD (49,9 + 9,3 pg/ml; p= 0.01 e p= 0.004, respectivamente) e aos valores
dos CCS (54,6 + 21,7 pg/ml pg/ml; p= 0,04 e p= 0,002, respectivamente; Figura 8D).

Também foram avaliadas as concentracbes séricas de IL-10, citocina envolvida com
respostas anti-inflamatérias orquestradas pelas células Treg. Os valores mais elevados da IL-
10foram observados nos pacientes com HV (156,4 + 53 pg/ml; Figura 8E) quando comparados
com os das demais formas clinicas: HI (105,9 £+ 23,5 pg/ml, p= 0,008), HT (121,6 + 34,3 pg/ml,
p=0,03), HD (115,6 + 38,7 pg/ml, p= 0,02) e CCS (112 £ 44,8 pg/ml, p= 0,001). Similarmente,
valores mais elevados de TNF-a foram detectados nos pacientes com a forma HV (463,3 + 160,6
pg/ml; Figura 8F), quando comparados com as demais formas clinicas: HI (304 + 85,5 pg/ml,
p=0,008), HT (298,6 + 78,02 pg/ml, p= 0,001), HD (341,9 + 81,8 pg/ml, p= 0,01) e seus CCS
(296,1 + 60,1 pg/ml, p= 0,0008).
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Figura 8. Concentracdes de citocinas em controles contactantes sadios (CCS) e pacientes com hanseniase de acordo com suas
formas clinicas. ConcentragBes séricas de INF- y (A), IL-12p70 (B), IL-17A (C), IL-1p (D), IL-10 (E) e TNF-a (F) foram
comparadas em CCS e pacientes classificados de acordo com as formas clinicas (HI, HT, HD e HV), determinadas por histopatologia.
As concentracOes de citocinas foram determinadas pelo ensaio Luminex. Os dados foram considerados com diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos quando o valor de p <0,05.
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Posteriormente, foi associado os valores das dosagens de citocinas com a ocorréncia ou
ndo de episddios reacionais, nos pacientes que apresentaram a forma MB (identificados no
momento do diagnostico da doenca e antes do inicio do tratamento). Foram encontradas
concentragdes mais elevadas de INF-y (97,1 + 44,5 pg/ml, p= 0,02; Figura 9A) e TNF-a (407,3
+ 82,08 pg/ml, p= 0.04; Figura 9F) nos pacientes MB com reacdo hansénica, quando
comparados com os valores de INF-y (58,3 = 17,05 pg/ml) e TNF-a (333,3 + 102 pg/ml) nos
pacientes sem reacdo. N&o foram observadas diferencas significativas nos valores das demais
citocinas avaliadas (Figura 9B-E).
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Figura 9. Concentracdes séricas de citocinas em pacientes com hanseniase multibacilar (MB) de acordo com a ocorréncia de
reagdes hansénicas. Concentragdes de INF- y (A), IL-12p70 (B), IL-17A (C), IL-1B (D), IL-10 (E) e TNF-a (F) em pacientes MB
com quadro clinico de reagdo hansénica e sem reacdo hansénica. As concentragdes de citocinas foram determinadas pelo ensaio
Luminex. Os dados foram considerados com diferencas estatisticamente significativas entre os grupos quando o valor de p <0,05.
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Por fim, os valores das citocinas foram associados com a presenca ou ndo de GIF. As
lesbes neuroldgicas na hanseniase podem levar ao desenvolvimento de incapacidade nos
pacientes e isso pode limitar a realizacdo de atividades de vida diarias. Para tanto, os pacientes
que apresentaram GIF 1 ou 2 foram considerados com incapacidade fisica sendo comparados
com os pacientes com GIF 0, ou seja, que ndo apresentam lesdo aparente em nervo periférico no
momento do diagnostico. Foram observadas concentraces mais elevadas de TNF-a nos
pacientes que apresentaram grau de incapacidade fisica (354,3 + 92,2 pg/ml, p= 0,04; Figura
10F), quando comparadas com as dos pacientes que ndo apresentavam GIF (316,2 + 102,5
pg/ml). Nas demais citocinas avaliadas (INF-y, 1L-12p70, IL-17A, IL1-B e IL-10) ndo foram

verificadas diferencas significativas entre os grupos avaliados (Figuras 10A-E).
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Figura 10. Citocinas em pacientes com hanseniase de acordo com a ocorréncia de incapacidade fisica. Concentracfes séricas de
INF- y (A), IL-12p70 (B), IL-17A (C), IL-1B (D), IL-10 (E) e TNF-a (F) em pacientes segregados de acordo com o grau de
incapacidade fisica (grau 1 ou 2) ou sem grau de incapacidade fisica (grau 0) definido pelo exame de avaliagdo neuroldgica
simplificada.As concentragOes de citocinas foram determinadas pelo ensaio Luminex. Os dados foram considerados com diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos quando o valor de p <0,05.
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6. DISCUSSAO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cuja apresentacdo clinica est4 associada a resposta
imune & infecgdo. Embora seja importante controlar o patégeno, a indugcdo de uma forte resposta
inflamatdria também pode estar envolvida com as complicagdes mais graves da doenca que séo a
ocorréncia de episodios reacionais e incapacidade fisica (Duthie, Saunderson e Reed, 2012;
Rodrigues e Lockwood, 2011; Simon et al., 2011). Como diversos hormonios estdo envolvidos
na modulacdo da resposta imune, a doenca € um modelo especialmente atraente para o estudo de
interacdes neuroimunoenddcrinas.

A literatura relata a presenca de alteragdes hormonais observadas em varias doencas
incluindo as causadas por patdgenos intracelulares, tais como: leishmaniose (Baccan et al.,
2011b), tuberculose (Fernandez et al., 2016) e hanseniase (Kumar et al., 2015). Na hanseniase,
distdrbios enddcrinos ocultos foram encontrados em alguns pacientes quando comparados aos
controles. Ao tratar sobre niveis homonais, pesquisas relatam que o cortisol e GH sdo
significativamente menores nos pacientes com hanseniase do que nos controles (Chaitanya et al.,
2013). No entanto, estes estudos ndo analisaram a associagdo dos niveis hormonais com o
desfecho clinico. O presente estudo traz uma nova perspectiva sobre a compreensao da influéncia
de hormdnios como cortisol, IGF-1 e testosterona no desfecho clinico da hanseniase, avaliando,
também, hormdnios hipofisarios que funcionam como reguladores e variaveis imunoldgicas
relacionadas com a evolugdo da doenga.

A gravidade da hanseniase esta relacionada as formas MB, presenca de reacOes
hansénicas e incapacidade fisica. Os pacientes MB, particularmente as formas HV, tém uma
maior frequéncia de reacdes hansénicas e estes sd0 0s mais acometidos por neurite e lesdes
neuroldgicas periféricas na doenca (Monteiro et al., 2015). Além disso, a incapacidade fisica no
diagnostico tem sido descrita como a principal causa de sequelas (Monteiro et al., 2015; Paula
Lima, De et al., 2016). No presente estudo, confirmamos esses dados e observamos uma
associacdo entre as formas MB com o sexo masculino, presenca de reacdes hansénicas e
incapacidade fisica.

A disfuncdo enddcrina é muitas vezes silenciosa e ausente em pacientes com hanseniase
(Kumar et al., 2015). De todos os eixos enddcrinos, o eixo HPA tem sido o mais amplamente

avaliado pois regula a secrecdo de glicocorticoides, hormonios enddgenos com potentes
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propriedades anti-inflamatorias (Licinio e Frost, 2000). O cortisol € um hormonio corticosteroide
envolvido na resposta ao estresse. Tem efeitos anti-inflamatorios sobre fagocitos, além do efeito
imunossupressor em células T (Leal e Foss, 2009). Na populacdo do referido estudo foram
encontrados niveis mais baixos relacionados as formas graves (MB) da doenca, embora todos 0s
pacientes tenham producdo de cortisol dentro da ampla faixa de normalidade. Estudos com
inducdo de esterdides em transtornos cronicos em individuos saudaveis observaram que poderia
ocorrer diminuicdo da capacidade de reserva adrenocortical (Rolak et al., 2005). A regulagéo
neuroenddcrina, também foi observada em outras doencas infecciosas cronicas semelhantes
como a leishmaniose cutanea (Baccan et al., 2011b).

O presente estudo avaliou, além do cortisol, os niveis plaméaticos de ACTH, a fim de
justificar seus resultados embasados na regulacdo do eixo HPA. Foram encontrados niveis
plasméaticos de ACTH e cortisol dentro do padrdo de normalidade, mas significativamente
menores na presenca de episodios reacionais. Em outro estudo, a insuficiéncia adrenal foi
observada em 45,8% em pacientes com calazar (Lima Verde et al., 2011). Os niveis plasmaticos
de ACTH e cortisol dentro da faixa fisiologica ndo excluem necessariamente uma disfuncdo do
eixo HPA, especialmente porque sdo observados em pacientes com doengas cronicas
debilitantes, nos quais ja se espera um aumento dos valores para essas hormonios.

O achado de concentracdes mais baixas de ACTH e cortisol relacionados a presenca de
reacdo hansénica sugere que estas alteracdes resultam em uma resposta inflamatdria sistémica
mais intensa, que pode estar envolvida com episodios de reagdo de hanseniase antes, durante
e/ou apos o tratamento. Esses dados indicam que o valor baixo de cortisol pode ser utilizado
como biomarcador de risco de reacdo hansénica, possibilitando um tratamento preventivo destas
com baixas doses de corticosterdides junto com o tratamento com a PQT. Similarmente ao
presente resultado, Chaitanya et al. (2013) encontraram niveis mais baixos de cortisol em
amostras de soro e urina de pacientes com reagdo tipo I. No entanto, este é um estudo transversal
e 0s niveis mais baixos de cortisol ndo poderiam ser usados como biomarcadores para prever
reacdes de hanseniase. No entanto, analises de um nimero maior de pacientes deve ser feita para
definir melhor um valor de cortisol que possa ser utilizado como biomarcador, desde que os
pacientes com reagdes hansénicas ainda apresentem os valores dentro da faixa de normalidade.

As reaglGes da hanseniase sdo episddios inflamatorios agudos, sobrepostos ao curso

cronico da doenca, e responsaveis pela lesdo nervosa irreversivel (Scollard et al., 2015).
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Corticosteroides exogenos em doses elevadas sdo necessarios para controlar a inflamacéo. O
diagnostico e tratamento precoce das reacfes hansénicas € uma estratégia eficaz para prevenir
complicagBes mais graves da hanseniase. As diretrizes da OMS e MS sugerem a administragdo
de 1 a 2 mg/kg de prednisona por dia durante pelo menos 30 dias para tratar as reagdes e evitar a
incapacidade fisica (Oh et al., 2016b; Oliveira, de et al., 2013b). No entanto, o seu efeito a longo
prazo no tratamento com corticosteroides € incerto (Veen, Van et al., 2008). Oliveira, de et al.
(2013) constataram que a persisténcia de incapacidade fisica apds uso da PQT foi associada ao
uso de subdosagem de corticosterdides.

Os efeitos dos corticosteroides em diferentes doses e duracdo para o tratamento da reacao
e comprometimento da funcdo nervosa na hanseniase tém sido estudados extensivamente.
Contudo, uma dose e uma duracdo eficaz de esterdides quando utilizados como agente profilatico
para lesdo nervosa ainda ndo foram estabelecidas (Sahay, Kar e Gupta, 2015). O mecanismo de
acdo dos corticosteroides é principalmente através da supressao de citocinas pro-inflamatdrias,
incluindo o TNF-a. Os marcadores sorologicos podem ser detectados um més antes do inicio
clinico da reagdo e alguns permanecem elevados durante a reagdo Chaitanya et al. (2013).

O horménio GH é produzido pelos somatotrofos da pituitaria anterior e sua forma
predominante corresponde a aproximadamente 75% do horménio circulante. O GH € o principal
indutor do IGF-1 e ambos tém efeitos sinérgicos no crescimento somatico e efeitos complexos
em vaérias fungBes corporais, incluindo a resposta imune. Os IGFs sdo horménios peptidicos
filogenéticamente bem preservados implicados no metabolismo, inducdo de proliferacdo,
inibicdo da apoptose e diferenciacdo de diferentes tipos celulares. S&o produzidos na maioria dos
orgaos e dos tecidos do corpo. Evidéncias da literatura revelam propriedades imunomoduladoras
e anti-inflamatdrias (Martinelli Jr., Custédio e Aguiar-Oliveira, 2008b).

Na hanseniase, o presente estudo revelou que os niveis de IGF-1 foram reduzidos quando
comparados aos controles saudaveis no momento do diagndstico de hanseniase. Esses valores
também foram menores nos pacientes com forma clinica HV, que é a populacdo mais associada
as reacdes hansénicas. Além disso, o estudo demonstra que 0s niveis mais baixos desse hormonio
séo preditivos da ocorréncia de reacOes de hanseniase e incapacidade fisica.

Estudos prévios mostraram que a Leishmania amazonensis, também um patégeno
intracelular, se beneficia do IGF-1 sugerindo que esse horménio tem efeito imunossupressor em

macrofagos (Gomes et al., 2000; Sciences, 1998). Batista-Silva et al.(2016) também mostraram
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que a infeccdo por Mycobacterium leprae induz a producédo de IGF-1 e promove a sobrevivéncia
das micobactérias no interior de macréfagos. Os dados do estudo estdo de acordo com Rodrigues
et al. (2011) que mostram niveis mais baixos de IGF-1 em pacientes com HV e também
demonstram que o IGF-1 é menor durante os episddios de reacBes hansénicas. No entanto,
enquanto nesse estudo eles coletaram o IGF-1 durante os episédios de reacdo, em nosso estudo, o
horménio foi coletado antes do tratamento e mostrou ser preditivo de reacdes e deficiéncias
fisicas.

Embora seja possivel que o IGF-1 possa facilitar a persisténcia da infecgdo, também
ajuda a prevenir a inflamacéo e os danos nos tecidos que causam as complica¢fes da hanseniase.
Além disso, foi demonstrado que o IGF-1 protege as células de Schwann da apoptose. Este
hormoénio contribuiria para a manutencdo da homeostase dos tecidos durante a infeccdo
retardando, assim, os efeitos inflamatdrios nocivos sobre os nervos infectados (MacRae et al.,
2007).

Rodrigues et al. (2011) também descobriram que os niveis séricos de IGF-1 tendem a
retornar ao normal ap6s a conclusdo da PQT sugerindo que a infeccdo esta interferindo com a
producdo de IGF-1. Uma vez que um nivel mais baixo de ACTH também foi detectado €
possivel que a infeccdo por M. leprae provoque uma disfuncdo geral na regulacdo central da
producdo hormonal. Esses dados precisam ser confirmados, pela avaliagdo de outros hormonios
do eixo hipotalamo-hipofise.

Outro dado interessante do presente estudo é a associacdo de niveis mais elevados de
testosterona com as formas MB da hanseniase. Varios estudos tém demonstrado que as doencas
infecciosas causadas por patdgenos intracelulares sdo mais prevalentes em homens (Guerra-
Silveira e Abad-Franch, 2013; MacRae et al., 2007). Guerra-Silveira e Abad-Franch (2013)
mostraram um claro predominio de homens na incidéncia de tuberculose, leptospirose, meningite
meningocdcica e hepatite A e hanseniase. Enquanto alguns atribuem isso a uma maior exposicao
ambiental, existem evidéncias para uma explicacdo bioldgica (Manuscript e Hormones, 2009).
Por exemplo, nos dados epidemioldgicos da hanseniase, 0 niUmero de homens e mulheres com a
doenca ¢ equivalente, enquanto a frequéncia de individuos com formas MB da doenca € maior no
género masculino (Oh et al., 2016b). Embora se possa ainda argumentar que isso pode ser devido
a uma maior exposic¢do inicial a infeccdo, este fato provavelmente causaria uma diferenca

também no nimero total de infectados entre homens e mulheres.
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Na infeccdo por Paracoccidioides braziliensis existem dados muito convincentes que
demonstram a base bioldgica das diferencas de sexo na gravidade da doenca de camundongos.
Pinzan et al. (2010) observaram que os camundongos fémeas tém doenca menos grave e que
suas células do bago produzem altas concentracdes de citocinas Thl e expressao de T-bet quando
estimuladas com antigeno PARACOC, um componente antigénico de P. brasiliensis. Em
contraste, os ratos machos tém uma doenca mais grave e as células do baco produzem niveis
mais elevados das citocinas Th2 e expressam GATA-3. Alguns estudos mostram os efeitos do
estradiol na inibicdo do crescimento de P. brasiliensise uma tendéncia de maior resisténcia do
hospedeiro ndo-especifico no sexo feminino do que no masculino (Loose et al., 1983; Restrepo
et al., 1984; Salazar, Restrepo e Stevens, 1988). Adicionalmente, existem dados que mostram o
efeito supressor da testosterona em celulas imunes, tais como células dendriticas e macréfagos
(Pinzan et al., 2010; Teixeira, Silveira, da e Franca, de, 2010). Kumar et al. (2015) detectaram
niveis mais baixos de testoterona em pacientes com hanseniase em relacdo aos controles, mas
nesse estudo nao associram os niveis hormonais as formas MB e complicacdes da doenca.

O dano nos nervos periféricos sdo considerados os sintomas mais relevantes da
hanseniase. Esta lesdo é exacerbada com o desenvolvimento de episddios reacionais e esta
correlacionada com a resposta imune do individuo contra o bacilo. A proporcéo de novos casos
de incapacidade fisica, em 6,7% globalmente, indica atraso na deteccdo da hanseniase (Oliveira,
de, 2012; Oh et al., 2016b). O M. leprae é o Unico bacilo conhecido que invade 0s nervos
periféricos e causa lesdes destrutivas. As lesdes ocorrem em longo prazo, especialmente em
pacientes com as formas MB, e estdo relacionadas com o acumulo de bacilos nos nervos afetados
e a resposta inflamatoria a infeccdo. Apesar da comprovada eficacia da terapia multidrogas ao
matar M. leprae, é lamentavel que o tratamento seja iniciado com frequéncia apds o dano do
nervo ter comecado seu curso (Rodrigues et al., 2010; Teixeira, Silveira, da e Franca, de, 2010).

Barbieri et al. (2016) encontraram 40% de pacientes com incapacidade fisica num centro
de referéncia durante uma avaliacdo. Esse atraso no diagnostico pode refletir mais precisamente
as dificuldades envolvidas no diagnostico da hanseniase nas unidades de atencdo priméria na
auséncia de profissionais de saude especializados ou testes laboratoriais para auxiliar no
diagndstico da doenga e prever seu curso clinico. Isto € importante, especialmente porque, no
momento do diagnostico, muitos pacientes podem apresentar uma ligeira lesdo do nervo ou uma

lesdo assintomatica da pele, o que complica ainda mais o diagndstico precoce e a suspeita de um
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mau resultado clinico. O sucesso do programa de controle da hanseniase para controlar a
transmissdo da doenca e também as deficiéncias fisicas depende do advento de novas
ferramentas que aumentem a precisdo diagndstica a exemplo dos biomarcadores da gravidade da
doenca para a hanseniase.

Além disso, hd uma busca constante pelo entendimento da resposta imune envolvida na
resisténcia e patogénese da doenca, pois isto podera trazer formas de imunoterapia e pode guiar o
desenvolvimento de vacinas, para induzir uma resposta protetora, mas que ndo seja indutora das
complicacOes da doenca.

A fim de utilizar marcadores imunolégicos para predi¢cdo de complicacGes da hanseniase
foram analisadas citocinas, envolvidas em respostas inflamatorias, que podem servir como
marcadores de apresentacdo clinica da doenga. As formas clinicas da hanseniase apresentam
espectro que reflete a resposta imune do hospedeiro ao M. leprae, fornece um modelo ideal para
estudar a interacdo do patdgeno hospedeiro e a desregulacdo imunoldgica em humanos, porque
cada manifestacdo clinica esta associada a diferentes niveis de respostas imunoldgicas ao M.
leprae (Tarique et al., 2017).

Estudos anteriores relataram a influéncia das respostas Th1l, Th2 e Treg na apresentacao
clinica da hanseniase. A participacdo de Th17 é, relativamente, recente e ja demonstra uma
resposta protetora quando observado aumento de IL-17 e IL1-B nos pacientes com a forma
tuberculdide da doenca. IL1-B regula a polarizacdo de Th17 e sua interacdo com IL-23 amplifica
as respostas de Thl7 (Sadhu et al., 2016). Com acdo pré-inflamatéria, a familia IL-1,
nomeadamente, IL1-B e IL-18 tém papéis muito importantes na defesa antimicrobiana do
hospedeiro. Defeitos encontrados nessa relacdo, por exemplo, podem apresentar um risco
aumentado de infeccdo por micobactéria e salmonela (Netea et al., 2010). Nesse estudo foi
verificado niveis elevados de IL-1p em pacientes PB (HI e HT), quando comparados aos MB e
controles. Portanto, sugere-se que essas citocinas possam contribuir para o controle da infec¢do
por M. Leprae.

Nos resultados do estudo também corroboram a associacdo de IFN-y e IL-12p70, que
regulam a diferenciacdo da resposta Thl, com as formas PB de hanseniase e mostram que ha
uma correlagéo entre IL-17A e IFN-y. Em consonancia com isso, observamos mais células que
expressam IFN-y nas lesdes de pacientes HT do que em lesdes de pacientes HL. Estes dados

suportam o argumento de que as respostas Thl e Thl7 interagem para ajudar a controlar a
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proliferacdo e disseminacéo de M. leprae. Okada et al., 2015 descreveram uma imunodeficiéncia
associada a susceptibilidade a candidiase e micobactérias. Nesta situacdo ha também
comprometimento da producéo de IFN-y, sendo argumentado que as prediposigdes "a candidiase
seria pelo defeito na producéo de IL-17 e a predisposi¢do a infeccbes por micobactérias pela pelo
defeito na producdo de IFN-y. No entanto, acreditamos que ¢ possivel que a resposta Th17 seja
também protetora contra a infeccBes por micobactérias, como foi demonstrado em outras
doencas por agentes intracelulares (Pitta et al., 2009).

Observamos que os pacientes MB com reacdo hansénica apresentaram concentragdes
mais elevadas de IFN-y do que os pacientes MB que ndo apresentaram reacdes hansénicas. Esses
dados sugerem que pacientes que respondem com altos niveis de IFN-y desenvolvem resposta
inflamatoria exacerbada e progressao para formas clinicas agressivas de hanseniase. Isto reforca
a observacao de que existe uma necessidade de respostas pro e anti-inflamatdrias equilibradas na
hanseniase, semelhante as observacdes em outras doencas infecciosas como a leishmaniose
mucosa (Stober et al., 2005). No entanto, ndo observamos diferencas nos niveis de IL-17 entre
MB com reagédo hansénica e MB sem reacdo hansénica, indicando que Th17 ndo contribui para o
desequilibrio imunolégico durante os episddios reacionais.

A presenca de episddios reacionais sdo o maior exemplo de interacdo entre a carga
bacilar e a resposta imune do hospedeiro. Evidéncias apontam que o surgimento da reacdo do
tipo | ocorre por aumento abrupto da imunidade mediada por células. Envolve a participacdo
ativa de linfocitos T, com producdo tecidual de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) e de citocinas pro-
inflamatorias como 0 TNF-a. Essa ultima ¢ considerada uma das principais citocinas envolvidas
no dano neural (Mendonca et al., 2008). No presente estudo foi possivel observar a associacao
entre as formas mais graves da hanseniase, presenca de episodio reacional e incapacidade fisica
nos pacientes que apresentavam TNF-o e IFN-y aumentados. Ao considerar 0 processo
inflamatorio a quantidade aumentada pode ser mais prejudicial do que protetora. O TNF-a é um
componentes essenciais da defesa do hospedeiro demonstrado pelas importantes complicacGes
infecciosas em pacientes tratados com agentes biologicos. Evidéncias apontam a importancia do
IFN-y na reacgdo inflamatoria diante da tuberculose e na associagdo entre tuberculose e diabetes
tipo 2 (Fernandez et al., 2016). No entanto, concentragdes muito elevadas dessas citocinas pode
levar a danos teciduais, que no caso da hanseniase podem ser irreversiveis, por ser em nervos

periféricos.
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Por fim no estudo também houve um aumento da IL-10 relacionado as formas de alta
carga bacilar (HV). Esta possui uma atividade imunomoduladora importante que regula,
principalmente, a secrecdo de anticorpos e inflamagcdo que caso sustentada poderia provocar
lesdo tecidual em doencas cronicas. A IL-10 inibe a resposta Thl e diversas fungdes
microbicidas de macrofagos, favorecendo a replicacdo de agentes intracelulares. Na hanseniase,
a producdo sustentada de I1L-10 aumenta a fagocitose em macrofagos e favorece a penetracao do
M. leprae que depende do meio intracelular para sua sobrevivéncia. Além disso, a citocina
determina uma programacdo antimicrobiana permissiva nos macréfagos com reducdo de
mecanismos antimicrobianos mediados pela vitamina D/catelicidina, da producdo de IL-15 e
ativacdo da expressdo de CD163, que ajuda na captacdo do complexo haptoglobina e leva a

replicagéo intracelular de M. Leprae (Alvarado-Arnez et al., 2015).
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7. CONCLUSAO

1. As alteragBes hormonais encontradas suportam a hipotese de que a interacdo entre a
hanseniase e os sistemas neuroenddcrinos desempenhe um papel importante no curso
natural da infeccéo pelo M. Leprae.

2. A associacdo entre concentracdes reduzidas de cortisol e presenca de episddio reacional,
no diagnostico e na evolucdo do paciente, sugere que esse hormonio seja um importante
modulador desse episodio inflamatério e da suporte a uma tentativa de tratamento
profilatico com cortisol.

3. A associacdo entre concentracdes reduzidas de IGF-1 com as complica¢cfes da hanseniase
sugere que esse hormdnio seja um importante modulador da agresséo tecidual que ocorre
na doenca e d& suporte a estudos terapeuticos futuros.

4. A associacao entre elevados de testosterona com pior resultado clinico além de sugerir a
utilizacdo desse hormdnio como marcador clinico.

5. As citocinas IL-17 e IL1-B estdao associadas a forma tuberculdide da hanseniase, o que
sugere um efeito no controle da multiplicagdo do bacilo.

6. As citocinas IFN- y e TNF-o, apesar de serem reconhecidas como ativadores da
destruicdo de bacilos em macrofagos, foram associados a presenca de reacdo hansénica,
sugerindo um efeito deletério na lesdo tecidual.

7. A demonstracdo de que TNF-a encontra-se elevado em pacientes com episodios
reacionais, sugere gque o tratamento com Talidomida, possa ser utilizada também no
tratamento da reacdo tipo |, em associacdo com corticosteroide, a fim de minimizar as

complicacOes desta.
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8. PERSPECTIVAS

1. A avaliaco das relagdes entre as concentragdes hormonais e das citocinas relacionadas a
modulacéo da resposta imune.

2. Realizar analise mais robustas do tipo multivariaveis, com um ndmero maior de
individuos, visando encontrar um conjunto de parametros clinicos e laboratoriais
preditores de complicagdes da doenga.

3. Determinar valores de cut off para indicar tratamento profilatico com Cortisol e IGF-1

para reacOes hansénicas e lesdo neurologica.
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ANEXO |

FICHA DE AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA

FORMULARIO PARA AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA

Nomie Diataase, ! !
Oewpagho: Sexo: M [ FO
Municipie: Unidsde Federada:

Classificagho Operacional: PB[] MB[] Data lnscio PQT: | L

Diata Ala BOT: __ /

!

FACE

1" [ [

F e I i 3 [

!

Nariz

D E

D E D

E

Quzixa primeipal

Ressacamento [50)

Fernda (52)

Perfuragho de sepo (S M)

Olhes

Chueiza prmeipal

Fecha ollwas + Borgn {map

Fecha ollvos ¢ forgn (mm)

Triquinse(S/} / Eetripio|SN)

Dinune sensb. cdmea [SN)

Opacidade edmen (5]

Canarata {5 N)

Acwdade Visual

Legemilaz N=nle %= 5

Memlros Superiores

Qg principal

Palpagio de nervos

Uliar

Mediang

Badial
B

Legenila:

N = geamual E=epeuads D= dor

Avaliagio da Forca

Abnr dedo minnoe &
Abdugho do 5° dedo

{erve ulnar) #

Elsvar o polegas r
Abdugio do polegar

(ervi magdiano) =

Elevar & punls ’—'__rf"ﬁ

Extensdo de punbo

[Ty sadial)

I=Contragio, B=Paraliado

Legemda: F=Forie Delummmida P=Paaliaado su S=Foge d=Reussioon Paoel. 3=Moamenio compleio, 2=Movumento Parcial.

Inspegﬂn ¢ Avalingdlo Sensitiva
r

T ¥ [

E

i1

N

A

%
N

A
I\

oA
[U

mk

Legenila: Caneia' filamente i 2g)c Semte  Nioswnte X

Garra mdvel: M Gama nipsdac R

Reabrorgho. S5E55

s Mopofilamenion: weur coses
Fenida: O
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L ool | / 2 |/ /

WU

|m

Legenda: N nommal

E=owpessado D=cdx C
-] / 2

lol.

EE A

Eievar 0 pé
Dorsibaxiio do pé

(norvo Souler)

Lagends: F = Forte D=Oumwnsids P=Parisaco cu S<Fore. d=Resistings Parel. Joviments complets, 2>Movmento parc, 1=Contracio, O=Paralsade

Aval dugrostico A
Aol deata [/ /[
LEGENDA PARA PREENCHIMENTO DO GRAU DE INCAPACIOADES MONOFILAMENTOS
GRAU CARACTERISTICAS COR Geamas
0 Nenhum problema com o8 olhos, MAct ¢ pés devica & hansenise. Verde 0,06
| perda da sensdicace nos othos. A 02
perca da senadiiciade nas mdos oy pés. (Ndo sente 25 ou logue de caneta)
Lean 0
Verm. Fechado 40
Ohos: agofaimo elou ecropio, Iiquiase, cpaciiade comaana Central. scusdace visusl Verm. Cruzado 00
menor que 0,1 oU N80 conta dedos & fim,
. Mbos: lesdes rofcas e/ou lesdes Faumabicas; gaman, reabeorcho. mio caide Verm. Aberto 00
Pés lestes UoACES o/0u TRUMANCAS; Garras: reabscrplo; ph Cado; contraturs 90 Pren Awooss
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APENDICE |

QUESTIONARIO

Estudo Imunolégico e Genético na Hanseniase

3. Classificagdo:
[ INDICE (1) [1CONTROLE INDICE (2)

1. N2 Estudo: -

2. Familiade Relagdo__
[IPARENTE do CASO (3)

IDENTIFICACAO

4.Se PARENTE: [1Pai/Mae (1) [lrméos (2)  [IFilho(a) (3) [1 Avos (4) [1Primos (5)
Relagdo com caso indice: [J Sobrinho(a) (6) [ Tio(a) (7) 1 COnjuge (8) [ N&o se aplica (99)
5. Data de Nascimento / / (dd/mm/aaaa) . 7. Sexo:
6. Idade: _ anos 0000000000000
8. Raca: [ [branca(l) [ [negra(2) [ [parda(3) [ Cindigena(4)

9. Escolaridade: [ Analfabeto (1)
[ Ensino médio (completo/incompleto) (3)

Ensino fundamental (completo/incompleto) (2)
(1 Ensino superior (completo/incompleto) (4)

11. 0 Urbana (1) [JRural (2)
10. Ocupacéo:
12. Endereco: 13. Telefone:
14. Cidade: 15. Estado:
FATORES AMBIENTAIS
16. Ja trabalhou como cagador ou acompanhou-0s? [1Sim (1) [N&o (2) [INS (3) [1NA(99)

17.

Caso a resposta seja afirmativa, por quanto tempo (aproximado)?

meses [1NS (3) 7 NA(99)

18.

Que tipo de animal cagou?

ou [1NA(99) [Se 16 for (2)]

19.

Tem luz elétrica na casa?

1Sim (1) 1 Ndo (2)

20. Tem agua encanada? [0Sim (1) 0 Néo (2)

21. Tem rede de esgoto? [0Sim (1) 0 Néo (2)

22. Etilismo? 0Sim (1) [ONéo (2)

23. Caso a resposta seja afirmativa, tempo total? _meses ou [1NA(99) [Se 22 for (2)]
24. . Caso a resposta seja afirmativa, descreva a quantidade (ml) /semana _____, tipo de bebida

25. Ex-Etilista? 0Sim (1) [1N&o (2) ou [1 NA(99)

26. Caso a resposta seja afirmativa, ha quanto tempo parou? ____meses ou [ NA(99) [Se 24 for (2)]

217.

Ha quanto tempo mora na mesma casa que o [caso indice]?

meses ou [1NA(99)

28.

Ha mais alguém [além do caso indice] com Hanseniase na familia?

1Sim (1) T Ndo (2)

29.

Caso a resposta seja afirmativa, quantos parentes?

parentes ou [1 NA(99) [Se 27 for (2)]

30.

Caso a resposta seja afirmativa, qual o grau de parentesco?

[ Pai/Mae (1) (1 Irmdos (2) (1 Filho (a) (3)
[1AVO (0) (4) [1Primo (a) (5) [1Tio (a) (7)
[ISobrinho(a) (6) [1 Conjuge (8) 1 Outro (10)
[ NA (99) [Se 27 for (2)]

31.

Esta(as) pessoa(as) RESIDEM na mesma casa que vVOcé?

[1Sim (1) [ N&o (2) [1NA(99)
[1 Reside na mesma casa, mas nao é parente (4)

32.

Vocé ja recebeu BCG?

Sim (1) INdo (2) _ NS (3)

33.

\océ ja recebeu a segunda dose da BCG?

Sim (1) N0 (2) L NS (3)

34.

Algum dos seus parentes recebeu a 2% dose da vacina BCG?

1Sim (1) ©1Ndo (2) T NS (3)

35

. Caso a resposta acima seja afirmativa, quais familiares?

[ Pai/Mae (1) [J Irmdos (2) [ Filho(a) (3)
Avo6s (4) [ Primos (5) [ Sobrinho(a) (6)

ad

[ Tio(7) 0 Conjuge(8) [1NA(99) [1Outro(10)




86

HEREDOGRAMA

HISTORIA DA DOENGCA PREGRESSA

36. Ja teve lesdo cutanea da Hanseniase anteriormente?

. 0Sim(1) ON&o(2) NS (3) [I1NA(99)
Se a resposta for NAQ, passe para a questdo 44.
37. Caso a resposta seja afirmativa, qual foi a data de inicio? OU a idade de inicio?

/ (mm/aaaa) anos [1NA(99)
o . leses cutaneas [INA(99)

38. Caso a resposta seja afirmativa, apresentou quantas lesdes?
39. Tem até hoje cicatrizes cutaneas caracteristicas de Hanseniase? Sim (1) [IN&o (2) [INS(3) [INA(99)
40. Vocé recebeu tratamento para a Hanseniase? [1Sim (1) [IN&o (2) [INS(3) [1NA(99)
41. Caso a resposta seja afirmativa, vocé completou o tratamento? [1Sim (1) [IN&o (2) [INS(3) [1NA(99)
42. Quanto tempo durou o seu tratamento? meses 7 NA(99)
43. Desenvolveu algum tipo de Reacéo? [1Sim (1) [IN&o (2) [INS(3) [1NA(99)

44. Caso a resposta seja afirmativa, quando desenvolveu (em relagdo ao tratamento)?

71 Antes(1) [ Durante(2) [ Depois(3) 7 NA(99)

HISTORIA DA DOENCA ATUAL

45. Observa-se lesdo cutanea ativa? 1Sim (1) [INd (2) [INS(3) [1NA(99)
o . lesBes ou CINS(3*)  [TNA(99)
46. Caso a resposta seja afirmativa, apresenta quantas lesdes?
47. Caso a resposta seja afirmativa, hd quanto tempo apresenta essas leséo(6es)? (meses) ou [INS(3*) [1NA(99)
48. Voce esta tratando a Hanseniase ativa? Caso sim responder a questéo 77 7Sim(l) T Nio (2) T NA(99)
49. Houve confirmagdo da Hanseniase por bidpsia? 1Sim (1) [(I1N&d(2) [INS(3) [1NA(99)
50. Qual 0 nome do Hospital/UBS que recebe atendimento?
ou [INS(3) [1NA(99)
51. Qual a Forma Clinica? THI(L)  CHT(Q) THDT (3) [THD (4)
HDV (5) [1HV(6) [1Neural (7) [1NA(99)
OPQT/PB (1) [PQT/MB(2) [INS(3)

52. Qual o esquema terapéutico ou drogas utilizadas?

NA(99)
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53. Tem a marca da vacina BCG? 11Sim (1)

N0 (2) INS(3) [INA(99)

54. Apresenta sangramento ou formacéo de crostas nasais? 0 Sim (1)

NS0 (2) [INS(3) [ NA(99)

55. Grau de incapacidade avaliado no exame neuroldgico:

01 Grau Zero (1)
Grau 3 (4) [1NA(99)

OGraul(2) OGrau2(3) 0O

INFORMACAO ADICIONAL

DETECGAO DE DOENGAS ALERGICAS - ASMA

56. Alguma vez na vida, vocé teve sibilos (chiado no peito)?
Se a resposta for NAQ, passe para a questao 59.

Sim(1) [ N&o(2) _ NS(3) L NA(99)

57. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)?
Se a resposta for NAQ, passe para a questdo 59.

7Sim(1) [ N&o(2) [1NS(3) [ NA(99)

58. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos vocé teve?

[1Nenhuma(l)
[14 a 12 crises (4)
[1NS(3) [1NA(99)

[11a3crises(2)
|+ de 12 (5)

59. Nos ultimos 12 meses, com que freqiiéncia vocé teve seu sono
perturbado por chiado no peito?

[ Nunca acordou com chiado (1)

[ Menos de 1 noite por semana (2)
(11 ou mais noites por semana (4)
[1NS(3) [1NA(99)

60. Nos ultimos 12 meses seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer mais
de duas palavras entre cada respiragéo?

1Sim(1) [ Ndo(2) [ NS(3) [ NA(99)

61. Alguma vez na vida vocé teve asma?

Sim(1) [ No(2) [1NS(3) [ NA(99)

62. Nos ultimos 12 meses vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?

Sim(1) [ No(2) [1NS(3) [ NA(99)

63. Nos ultimos 12 meses voceé teve tosse seca a noite, sem estar gripado
ou com infecgao respiratéria?

11Sim(1) 0 N3o(2) [1NS(3) [ NA(99)

DETECC,‘AO DE DOENCAS ALERGICAS — RINITE (13 A 14 anos)
OBS: Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé ndo estava gripado ou resfriado!

64. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza
(corrimento nasal), guando ndo estava resfriado ou gripado?
Se a resposta for NAO, passe para a questdo 67.

71Sim(L) [ N&o(2) [1NS(3) (1 NA(99)

65. Nos ultimos 12 meses vocé teve algum problema com espirros,
coriza (corrimento nasal) ou obstrugdo nasal quando ndo estava
gripado ou resfriado? Se a resposta for NAO, passe para a quest&o 67.

11Sim(1) 0 N3o(2) [1NS(3) [ NA(99)

66. Nos ultimos 12 meses esse problema nasal foi acompanhado de
lacrimejamento ou coceira nos olhos?

11Sim(1) © N3o(2) [1NS(3) [ NA(99)

67. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por esse problema nasal?

[ Nada(1) 7 Um pouco(2)
{1 Moderado(4) [1 Muito (5)
[1NS(3) [1NA(99)

68. Alguma vez na vida vocé teve rinite alérgica?

1Sim(1) © N3o(2) [ NS(3) [ NA(99)
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DETECGAO DE DOENGAS ALERGICAS —- DERMATITE ATOPICA

69. Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele,que
apareciam e desapareciam por pelo menos 6 meses?

Se a resposta for ndo, passe para a questao 73. [1Sim(1) [1N&o(2) [1NS(3) [1 NA(99)
70. Nos Ultimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
Se a resposta for ndo, passe para a questdo 73. [ Sim(1) [1N&o(2) [1NS(3) [1 NA(99)

71. Alguma vez essas manchas com coceira afetaram algum dos seguintes
locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos,
abaixo das nddegas ou em volta do pescogo, orelhas ou olhos? 0 Sim(1) 0 Nao(2) 0 NS(3) 1 NA(99)

72. Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram [1Sim(1) [1N&o(2) [1NS(3) [1NA(99)
completamente nos Gltimos 12 meses?

[1 Nunca nos Gltimos 12 meses (1)

73. Nos Ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou [ Menos de 1 noite por semana (2)
acordado & noite por causa de coceira na pele? [1 1 ou mais noites por semana (4)
[1NS(3) [1NA(99)

'Sim(1) [ N&o(2) _ NS(3) L NA(99)

74. Alguma vez vocé teve eczema?

EXAMES COMPLEMENTARES

75. Baciloscopia Positiva(1) [1 Negativa(2) [1NA(99)

76. Biopsia (descrever)

o 1° Exame 2° Exame 3° Exame
77. Parasitologico de Fezes:

78. Ha quantos meses trata a Hanseniase ativa? (meses)

79. E Tabagista? Se a resposta for sim responda a questio seguinte 0Sim(1) 0 Nao(2)

80. Quantos cigarros diarios?

DADOS DA ENTREVISTA

DATA: / / (dd/mm/aaa)

ENTREVISTADOR:
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APENDICE II

FICHA DE ACOMPANHAMENTO

IDENTIFICACAO

1. NOME DO PACIENTE: 2. N° DO REGISTRO:
3. IDADE (ANOS) MUNICIPIO: 4. SEXO: OM (1) OF | DATA DE INICIO DO TTO:
2 DATA DE TERMINO DO TTO

6. MORADIA [ Rural (1) OUrbana(2) T NA (99)

7. DEMANDA: [ Espontanea (1) [J Encaminhamento (2) [0 NA(99

8. FORMA CLINICA OHI(1)) OHT@ OHD@E) OHV @)  OH neural(5) [ NA(99)
9.BACILOSCOPIA OPOSITIVA (1)  CNEGATIVA(2) CONA N ~
ADMISSIONAL (99) 10. BIOPSIA: OOSIM (1) ONAO (2) O
;lzllNEZALC”‘OSCOP'A OPOSITIVA (1) CONEGATIVA (2)  ONA(99) | 12. TEMPO TOTAL DE TRATAMENT
13. TEMPO ABANDONO

TTO MESES 14.PQT OPB (1) OMB(2)

15.REACAO OTIPO1(1) O TIPO2(2) ONeuritePura(3) I TIPOI+Neur(d) CITIPO2+Neu(5) [CINAO(

16. PERIODO DA REAGAO OANTESDO TTO (1) ODURANTE TTO (2) OAPOSTTO (3) [INAO(6) [N/

EXAME (AVALIAR MENSALMENTE)

QUEIXAS MAOS (1) [PES (2) | MAOS E PES (3] OUTROS (4) | NAO (5) NA (99
17. FRAQUEZA MUSCULAR O O 0 O O O

18. PARESTESIA O O 0 O 0 0

19. EDEMA 0 O 0 O 0 O

20. FEBRE OSIM (1) ONAO(2) LCINA(99)

21. PERDA DE PESO OSIM (1) ONAO(2) LOINA(99)

22. FADIGA OSIM (1) 0ONAO(2) LINA(99)

EXAME FISICO SIM (1) NAO (2) NA (99)

23. NODULOS NA PELE 0 0 0

24. DOR A PALPACAO DE NERVO O 0 0

25. SE SIM, QUAL(IS) O(S) NERVO(S) ?

26. EXACERBACAO DE MANCHAS ANTIGAS

27. SURGIMENTO DE NOVAS MANCHAS O O O

28. SE SIM, QUANTIDADE(S)

CARACTERISTICAS DAS NOVAS MANCHAS

U Hipocrémica (29) U Infiltradas (30) | O Ulceradas (31) | L Elevadas (32) [ Descamativa (33)

[ Vesiculo-Bolhosas (35) [J Edematosas (36) | 1 NA (99) [ Eritematosa (34)
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APENDICE Il

TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

BIOMARCADORES HORMONAIS E IMUNOLOGICOS ASSOCIADOS AS
FORMAS GRAVES E COMPLICACOES DA HANSENIASE

CcobD:__
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar deste estudo pelo fato de ter sido
diagnosticado, no ambulatério (DES)MANCHA, com Hanseniase. Existem muitos casos dessa doenga no
Brasil e alguns deles podem apresentar complicacdes como lesdo nos nervos dos olhos, maos e pés. Por
isso, estamos estudando alguns fatores que podem influenciar nas complica¢fes da doenca. O seu auxilio
serd valido para o controle da Hanseniase no Estado de Sergipe e no Pais.

Este estudo tem a finalidade de investigar a IDENTIFICAR BIOMARCADORES
IMUNOLOGICOS E HORMONAIS ASSOCIADOS A APRESENTACAO CLINICA E
COMPLICAQOES DA HANSENIASE. Por isso, solicitamos o seu consentimento para o incluirmos em
nossa pesquisa. Caso o Sr. (a) concorde em participar da nossa pesquisa, essa participacdo ocorrera da
seguinte forma: 1 — Serdo coletadas informacdes através de um questionario com perguntas simples sobre
0 surgimento da sua mancha; 2 — Sera coletado seu sangue para analise de alguns horménios; 3 — A cada
més, quando o senhor(a) retornar ao ambulatério para pegar a medicagao, nos iremos avaliar se ha lesao,
em algum nervo do seu corpo, ou qualquer complicagdo da hanseniase. Solicitamos também o
consentimento para realizar um seguimento apdés a sua alta do tratamento por um ano, a fim de
acompanhar a sua condicao apos o uso da medicagéo.

O senhor (a) ndo sera submetido (a) a nenhum tratamento a ndo ser aquele que fazem parte do
tratamento empregado pelo seu médico assistente, portanto ndo ha risco decorrente da sua participacdo e
nado havera nenhum custo adicional para o senhor (a).

Esse estudo pretende caracterizar melhor quais os fatores de risco para o surgimento da
Hanseniase. Informamos que as informacgdes encontradas ap6s os resultados dos exames realizados
ficaram sob total sigilo da pesquisadora em questdo. Esses dados serdo armazenados em um Banco de
Dados e mantidos em carater confidencial e sigiloso, onde seu nome ndo aparecerd em nenhuma
publicacdo. Informamos que os seus dados ficardo sob a responsabilidade do Prof® Dra. Amelia Ribeiro
de Jesus (Contato: 8823-7245) e da fisioterapeuta e doutoranda Daniela Teles de Oliveira (Contato: 8156-
5516).

Ressaltamos ainda que, se concordar em participar do estudo e assinar esse termo, o (a) senhor (a)
permanecerd com o direito de desistir de sua participacdo na pesquisa a qualquer momento, assim como
podera receber, caso solicite, informacdes sobre 0 andamento do estudo.

Nome do Paciente:
Assinatura do Paciente Data:
(ou representante legal)

Investigador:
Assinatura Data:
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APENDICE IV
FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18)

BIOMARCADORES HORMONAIS E IMUNOLOGICOS ASSOCIADOS AS
FORMAS GRAVES E COMPLICACOES DA HANSENIASE

Nome do Projeto: Estudo Imunolégico, hormonal e Genético na Hanseniase

NOME DO PACIENTE:
Registro.HU: Ne: -

Principal Investigador: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario Rua Claudio
Batista S.N, Bairro Sanatorio, Aracaju,-Brazil., Tel: (79)3218-1805..

Convite e objetivo: Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. O
propdsito deste estudo é determinar se vocé ou as pessoas que vivem na sua vizinhanca tem
maior propensdo para ter doencas infecciosas. A doenca que nds estudaremos é chamada
Hanseniase, doenca que provoca uma mancha na pele. No6s queremos entender se alguns dos seus
genes (que sdo caracteristicas que seus pais passam para vocé e seus familiares) fazem vocé ter
mais chance de ter esta doenca. Nds também queremos saber se coisas do seu dia a dia fazem de
VOCé mais propenso as infecces.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua saide. Um médico fara exame fisico em vocé,
incluindo sua boca e nariz. Isto ndo causara dor em vocé. Entdo, nos tiraremos um pouco de
sangue (cerca de uma colher de sopa) de seu braco usando uma seringa e agulha. Algumas vezes
nos faremos um teste na pele, onde nos injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas
gotas) no seu braco usando uma agulha fina. N6s esperamos que este estudo nos esclareca
porque voceé e sua familia tém Hanseniase, entdo poderemos prevenir isto no futuro.

Vocé pode ndo participar deste estudo. Se vocé quer nos ajudar, por favor, assine ou
coloque sua impresséo digital abaixo.

Assinatura ou impressdo do paciente Data Hora
Assinatura ou impressdo do responsavel Data Hora
Testemunha Data Hora

Pesquisador Data Hora
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APENDICE V
ARTIGO PUBLICADO

This article has been accepted for publication and undergone full peer review but has not been
through the copyediting, typesetting, pagination and proofreading process, which may lead to
differences between this version and the Version of Record.
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Abstract

It is well established that helper T cell responses influence resistance or susceptibility to
Mycobacterium leprae infection, but the role of more recently described helper T cell subsets in
determining severity is less clear. To investigate the involvement of Thl7 cells in the
pathogenesis of leprosy, we determined the immune profile with variant presentations of leprosy.
Firstly, IL-17A, IFN-y and IL-10 were evaluated in conjunction with CD4+ T cell staining by
confocal microscopy of lesion biopsies from tuberculoid (TT) and lepromatous (LL) patients.
Secondly, inflammatory cytokines were measured by multiplex assay of serum samples from
Multibacillary (MB, n = 28) and Paucibacillary (PB, n = 23) patients and household contacts
(HHC, n = 23). Leprosy patients were also evaluated for leprosy reaction occurrence: LR+ (n =
8) and LR- (n = 20). Finally, peripheral blood mononuclear cells were analyzed by flow
cytometry used to determine the phenotype of cytokine-producing cells. Lesions from TT
patients were found to have more CD4+IL-17A+ cells than those from LL patients. Higher
concentrations of IL-17A and IL-1p were observed in serum from PB than MB patients. The
highest serum IFN-y concentrations were, however, detected in sera from MB patients that
developed leprosy reactions (MB LR+). Together, these results indicate that Thl cells were
associated with both the PB presentation and also with leprosy reactions. In contrast, Th17 cells
were associated with an effective inflammatory response that is present in the PB forms but were

not predictive of leprosy reactions in MB patients.
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Introduction

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. There is strong
evidence that the genetic background and immunological response influence susceptibility to
leprosy [1-3]. Antigen-specific T helper type 1 (Th1) cell responses, mediated by IFN-y, control
M. leprae multiplication and are associated with the paucibacillary (PB) presentation that contain
the bacilli within granulomas in epidermal lesions [1, 4-7]. Alternatively, T helper type 2 and T
regulatory cell responses (Th2 and Treg, respectively), are mediated by the anti-inflammatory
cytokines IL-10 and TGF-B, and are associated with the multibacillary (MB) presentations
characterized by uncontrolled M. leprae replication and the presence of foamy macrophages
within epidermal lesions [4, 5, 8]. Treg are one of the most potent cell types, with eventual
regulation of effector T cell responses to limit the tissue pathology that often occurs during
intracellular infections [5, 8, 9].

In addition to Th1 and Th2 cells, a CD4 cell subset that preferentially produces IL-17 has
been identified (Thl7) [5, 10-12]. Th17 cells have been implicated in the outcome of
experimental encephalitis, sclerosis rheumatoid arthritis, leishmaniasis, filariasis, psoriasis and
tuberculosis [11, 13-18]. IL-17 induces pro-inflammatory cytokines and chemokines, with
subsequent recruitment and activation of neutrophils [9, 13, 15, 19]. IL-1B, another pro-
inflammatory cytokine associated with inflammasome development, is involved in the
differentiation of Th17 cells [13, 20-23]. Although several studies have demonstrated a
protective role of both IL-1B and IL-17 against particular intracellular pathogens and their
associated diseases [13, 15], relatively few reports have investigated these cytokines in the
pathogenesis of leprosy [5, 9, 10, 24-28]. In separate studies, it has been reported that
significantly greater expression and release of IL-17 isoforms occurs following antigen
stimulation of PBMC from tuberculoid patients and healthy contacts relative to lepromatous
leprosy patients [10]; it has been suggested that the increase in Th17 cell-associated cytokines
may contribute to inflammation within lesions [5]; and IL-17A has been implicated in the
erythema nodosum leprosum (ENL) complication [29].

Despite our understanding of how Thl and Th2 responses can influence leprosy, the
impact on M. leprae persistence and the severity of disease are less clear for many other immune

mechanisms. In particular, the role of Th17 cells, as well as innate and adaptive immune
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responses related to IL-17-driven responses, remains to be thoroughly delineated and
consolidated [1, 8, 9, 26, 30]. With emphasis on Th17 responses, the aim of this study was to
analyze, in a consolidated manner, the inflammatory cytokine profile associated with the major
diverse clinical presentations of leprosy. To do this we examined cytokine expression in (i)
lesions, (ii) serum samples and (iii) peripheral blood stimulated with mycobacterial antigens. We
analyzed the cytokine profile according to both the primary leprosy presentation (MB or PB) and
with consideration of the subsequent occurrence of reactional episodes. Improving our
understanding of the immune response associated with the clinical manifestations of leprosy has
the potential to reveal biomarkers that could aid case management, as well as provide important

insight for the development of safe vaccines and immunotherapies [29].
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Material and Methods

Ethical approval

This project involved research on human subjects and adhered to the protocols from Brazilian
Consul for ethics in research (CONEP). The project was approved by the Ethics and Research
Committee of the Federal University of Sergipe, CAAE 0152.0.107.000-07.

Study subjects and procedures

All individuals attended the ambulatory clinic (DES)MANCHA-Federal University of Sergipe at
the University Hospital and were enrolled after thorough examination for signs of leprosy,
leprosy reactions and neurological disabilities. All recruits had a scar indicating prior BCG
vaccination and all signed a free and clarified term of knowledge (informed consent) and
responded to an investigative questionnaire to provide demographic and clinical data. Patients
were classified as MB (n = 28) or PB (n = 23) prior to treatment by multidrug therapy (MDT) for
leprosy, according to Brazilian Ministry of Health and International Leprosy Association (ILA)
standards. Patients were also thoroughly evaluated for leprosy reaction occurrence: LR+ (n = 8)
and LR- (n = 20). The LR patients included 6 with reversal reaction (RR) and 2 with erythema
nodosum leprosum (ENL). Based on histopathological analyses, patients were further classified
as either indeterminate (IL; 9), true tuberculoid (TT; 14), borderline (encompassing borderline
tuberculoid (BT), borderline borderline (BB) and borderline lepromatous (BL) classifications; a
total of 12) or lepromatous leprosy (LL; 8). Biopsies were obtained from skin lesions of 9 TT
and 8 LL patients to permit immunohistochemistry and analysis by confocal microscopy. These
patients were examined by two dermatologists and did not present with LR at the time of biopsy
and blood sample collection. A total of 23 household contacts of the patients (HHC) were
recruited to serve as controls living under the same economic and environmental conditions as
patients. These contacts are also more likely to have been exposed to M. leprae than the general

population. Serum was collected from all subjects and stored at -80 °C until analyses.

Immunofluorescence and confocal microscopy
Skin biopsies of TT and LL patients, not presenting with reactional episodes, were treated

with 30% sucrose at 4°C for 30 min prior to storage in TissueTeK at -80°C. Individual 4-5um
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cryosections were cut and placed in saline-pre-coated slides and fixed for 10 minutes with
acetone. Slides were incubated with phosphate buffered saline (PBS) for 15 minutes. Standard
hematoxylin-eosin (HE) staining was performed to assess tissue integrity, and to establish the
location and intensity of the inflammatory infiltrate. Immunofluorescence staining was
conducted by incubating with FITC- or PE-labeled monoclonal antibodies binding CD4 and
either IFN-y, IL-17 or IL-10. Isotype control antibodies were used to control for non-specific
binding (Biolegend, San Diego, CA) [31]. Sections were incubated with antibodies overnight at
4°C, then extensively washed with PBS, counter-stained with DAPI and mounted using anti-fade
mounting media (Molecular Probes, USA). Slides were protected from light and kept at 4°C until
imaging with a Bio-Rad MRC 1024 laser scanning confocal system running the software
LASERSHARP 3.0 coupled to a Zeiss Axiovert 100 microscope stand. A water-cooled argon
UV laser (488 nm) or a krypton/argon laser was used to excite the preparation (through its 363
nm line, 488 nm line or 568 nm line), and light emitted was selected with band pass filters
(522/35 for FITC and DAPI, 598/40 for PE). For each section, the inflammatory infiltrate was
located and an area presenting uniform infiltrate was selected for analysis. A minimum of 3
fields of view were captured within this area. Image analysis and processing were performed
with Lasersharp software (Bio-Rad), Confocal Assistant, Photoshop (Adobe Systems) and Image
Tool. The total number of cells in each acquired field was counted and the average number of
cells per section calculated for each patient. This calculation was performed for each fluorescent
parameter analyzed. The counts were performed blindly by two different individual researchers
and results were expressed as the average of cells per field for each fluorescence parameter.
Values were then averaged for each group. Normal, healthy skin sections from plastic surgery

served as negative control in all staining procedures.

Measurement of cytokine levels and flow cytometry

To evaluate the Thl and Th17 immune response, serum from 51 leprosy patients (23 PB
and 28 MB) and 23 HHC were collected and stored at -80 °C. Concentrations of the cytokines
IL-12p70, IFN-y, IL-17A, IL-1p and IL-10 were measured by Luminex multiplex analyses
(Milliplex kit - Human TH17 Magnetic Bead Panel, Panomics, Affymetrix, Fremont, CA).

Assays were performed according to the manufacturer's instructions.
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To determine which cells were producing cytokines, PBMC from subsets of TT (n=5), LL (n =
6) and HHC (n = 6) were seeded at 1 x 106 cells/ml in plates with 48 wells (Greiner
CELLSTAR®) and cultured with RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, New York, USA) for 6
hours at 5% CO2, 37°C. Subsequently, GolgiPlug (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) was
added to the cells and incubated for an additional 12 hours. At the end of culture period, cells
were stained for cell surface markers CD3 (V500), CD4 (FITC) and CD8 (PE-Cy5) and
intracellular cytokines IL-17A (PE) and IFN-y (PE-Cy7). All antibodies were purchased from
BD Biosciences (San Diego, CA). Purified mouse IgGl (final concentration of 10 pg/ml;
Bioscience) was used as an isotype control. Cells were suspended in staining buffer and events
were acquired using the BD FACS Canto Il. Analysis of the acquired datasets was performed
using FlowJo v10 (FlowJo LLC) software.

Statistical analysis

Cytokine concentrations were compared across the different subgroups and according to
clinical forms of leprosy. Mean, median and standard deviation of the groups were calculated.
D’Agostino and Pearson tests were applied to data that demonstrated a normal distribution.
Statistical differences between the groups were determined by Mann-Whitney U tests.
Correlation between cytokine levels were performed by Spearman correlation. All analyses were
performed using Graph Pad Prism version 5.0. Statistical analysis of confocal imaging data was
performed using JMP statistical software from SAS. Comparisons of means for a given
parameter were made by non-parametric (one tailed, considering unequal variance of groups) t-

tests. Results were considered statistically different when a p-value < 0.05 was obtained.
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Results

Composition of study groups

Patients presenting as MB or PB were of similar age to HHC. The proportion of men presenting
with MB (57.2%) was, however, significantly higher than that presenting with PB (26.1%; p-
value = 0.04) (Table 1). As expected, MB patients had more lesions (6.58 + 2.85) than the PB
patients (1.91 +1.59; p-value < 0.0001) and the occurrence of reactional episodes was
significantly higher in MB than PB (71.4% vs. 17.4%, p-value = 0.0002). We also observed that
neurological disability occurred more frequently in MB than PB patients (60.7% vs. 30.4%, p-
value = 0.04).

Differential expression of regulatory cytokines within leprosy lesions

To reveal potential differences in the cytokine expression of leprosy patients, we analyzed
biopsies from patients at the opposing poles of disease (the TT and LL presentations). As
expected, higher numbers of cells expressing IFN-y, and CD4 in conjunction with IFN-y, were
observed in the lesions of TT relative to the lesions of LL (Figure 1A and B, p-value = 0.01).
Microscopy also revealed significantly more cells expressing IL-17A in the lesions of TT
patients compared to LL patients (Figure 2A). Further analysis indicated IL-17A co-localized
with CD4 (Figure 2B and 2C). No difference was observed, however, in the number of total of
CDA4+ T cells expressing IL-10 (Figure 3A, B and C). Taken together, these data confirm that
TT have a higher frequency of Th17 cells in their lesions than LL, suggesting a role for IL-17A,

together with Th1 cells, in controlling bacterial multiplication.

Circulating cytokine levels

We next analyzed circulating cytokine levels of patients to assess the systemic immune
response. For these analyses, we considered MB patients within 2 categories i.e, either without
subsequent leprosy reactions (LR-) or with subsequent leprosy reactions (LR+). Regarding to
conventional Thl responses, we observed higher concentrations of serum IL-12p70 in PB
(66.6£14.04 pg/ml) than MB without leprosy reaction (MB LR-) (56.4+9.57 pg/ml; p-value =
0.009), or MB with leprosy reaction (MB LR+) (56.8+8.2 pg/ml; p-value = 0.09) and HHC
(52.5£7.51 pg/ml; p-value = 0.0001 Figure 4A). Similarly, a higher concentration of serum IFN-
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vy in PB (74.9+£38.7 pg/ml) than HHC (54.7+£17.5 pg/ml; p-value = 0.009; Figure 4B), but we
also observed that MB LR+ patients presented with the highest levels of IFN-y (90.2+45.5 pg/ml;
p-value = 0.02). However, MB LR+ did have lower levels of IL-10 (110.3+£31 pg/ml) than MB
LR- (136.8+47.3 pg/ml), while no differences were observed in IL-10 levels of PB (115.5+30.9
pg/ml) and MB LR- (Figure 4C). Taken together, this indicates that PB patients and MB LR+
exhibit a greater systemic inflammatory response and lower down regulatory response.

Higher concentrations of IL-17A were observed in serum from PB patients (47.2 + 11.4
pg/ml) than MB patients without leprosy reaction (LR-, 40.5+6.3 pg/ml; p-value = 0.003) or with
leprosy reaction (LR+; 38.5£14.7 pg/ml; p-value = 0.02) and HHC (37.3£6.8 pg/ml; p-value =
0.001; Figure 4D). Given its involvement in Th17 responses, we also measured serum IL-1
levels. PB presented higher levels of IL-1p (62.1+£13.6 pg/ml) than MB LR- (53.2+19.5 pg/ml; p-
value =0.04) and HHC (50.5£9.8 pg/ml; p-value =0.0007; Figure 4E). These data further
support the involvement of Th17 in PB leprosy but not in predicting leprosy reactions. Positive
correlations were observed between IL-17A and IL-1B concentrations (Figure 5A; Spearman
r=0.59, p-value <0.0001), as well as between IL-17A and either IFN-y (r = 0.67) or 1L-12p70 (r
= 0.57) (Figure 5B-C). There was, however, no correlation between IL-17A and IL-10 (r = 0.21)
(Figure 5D). Taken together, although differences were quite minor, these systemic data
generally corroborate the observations made within lesions.

We next determined which cells were contributing to the elevated levels of IL-17A and IFN-y in
TT patients. No differences were observed in the proportion of CD4+ or CD8+ T cells within
PBMC of TT, LL and HHC (Figure 6B and Figure 6C, respectively). However, the percentage
of CD4+ T cells producing IL-17A was higher in TT (% ; 0.24£0.12) and HHC (0.19+0.15) than
in LL (0.08+ 0.06; p-value = 0.04). Similarly, the percentage of CD8+ T cells producing IL-17A
was higher in TT (0.29+0.28; p-value =0.03) than LL (0.11+ 0.1) and HHC (0.04+0.06) (Figure
6C). Surprisingly, IFN-y levels in both CD4+ and CD8+ T cells were higher in LL (0.16+0.12)
when compared with TT (0.03 £ 0.04) and HHC (0.11+£0.09) (Figure 6B-C). These data are
consistent with the IFN-y levels observed in serum samples. All patients were managed
throughout their treatment and we observed that the LL patients with the higher levels of IFN-y
developed LR (dots identified in the Figure 6). Taken together, our data reinforce the role of
IFN-y in LR at the same time as indicating the presence of Th17 cells in the circulation of TT

patients.
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Discussion

Previous studies have reported roles for Thl, Th2 and Treg cells in the clinical evolution

of leprosy [1, 5, 8-10, 13]. In this study we examined the relationship of Th17 cells and the
clinical presentation of leprosy. Microscopy of lesions and flow cytometry of PBMC from
patients revealed that TT patients had greater numbers of CD4+IL-17+ cells than LL patients.
Expanded analyses indicated that serum IL-17A concentrations are elevated in PB patients and
suggest that Th17 responses are associated with the development of this clinical form. We did
not, however, observe differences in IL-17A levels between MB patients that did or did not
develop reactional episodes, suggesting that Th17 cells are not predictive of leprosy reactions. A
role of Th17 has been observed in limiting other intracellular infections [13, 32, 33], and our data
suggests a similar protective role for Th17 cells during leprosy.
IL-10) regulates Th17 polarization and its interplay with 11-23 amplifies Th17 responses [34]. In
the present study, we observed high levels of IL-1p in PB patients. IL-1p mediates many diseases
by initiating and potentiating immune and inflammatory responses. Moreover, IL-1[1 knockout
mice have increased susceptibility to Shigella, Salmonella, C. albicans and S. aureus infection
[35]. Our data indicate that IL-1B and IL-17A are associated with the PB clinical presentation
and indicate that these cytokines contribute to the control of M. leprae infection.

Our data also corroborate the association of IFN-y and IL-12p70, which regulate Thl
responses, with the PB forms of leprosy and show that there is a correlation between IL-17A and
IFN-y. Consistent with this we observed more cells expressing IFN-y in the lesions of TT
patients than in lesions from LL patients. These data support the argument that both Thl and
Th17 responses interact to help control of the proliferation and dissemination of M. leprae.

Our data indicate that LL patients who had serum IFN-y concentrations over 50 pg/ml
were more likely to present with reactional episodes or neurological disabilities (80% and 60%,
respectively). Moreover, reactional MB patients presented higher levels of IFN-y than others
groups. Considering that these LL patients also presented with higher percentages of CD4+IFN-
v+ and CD8+IFN-y+ T cells, these data suggest that patients that respond with high levels of
IFN-y, develop exacerbated inflammatory response and progression to more aggressive clinical
forms of leprosy. This strengthens the observation that similar to other infectious diseases, such

as mucosal leishmaniasis, there is a need for a balance between pro- and anti- inflammatory
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responses in leprosy [36-38]. While Saini and colleagues study similarly found an association of
the Th17 response with the PB forms of leprosy [10], they reported that leprosy reactions (Type
1 and 2) are also associated with Th17 response [5]. We did not, however, observe differences in
IL-17 levels between MB LR+ and MB LR- at the time of initial diagnosis, indicating that Th17
are not predictive of inflammatory episodes associated with leprosy reactions.

The development of Th1l7 is under the master transcription factor RORyt [5, 10] and
lymphocytes from ROR[J- and ROR[] T-deficient individuals also display an impaired IFN-[]
response to Mycobacterium. This mutation has been associated with susceptibility to Candida
albicans and Mycobacterium infection. Okada and colleagues [26] described a bi-allelic RORC
mutation that cause a lack of functional ROR[1 and ROR[I T isoforms and an absence of IE
17A/F—producing T cells, with the suggestion that IL-17 is important for protective responses to
C. albicans and systemic protection against Mycobacterium. While an impaired IFN-y response
increases the susceptibility to mycobacterial infections, our results demonstrate that in addition
to the critical role of the Th1 response and IFN-y production in protection against M. leprae, the
actions of IL-17A/F and Th17 cells are also involved. The role of IL-17A may not be exclusively
limited to T helper cell subsets, as IL-17A has also been detected in CD8+ T cells, (1 1 T cells,
NK cells and neutrophils [13, 39]. IL-17A attracts neutrophils to defend against different
pathogens [13, 39] and has been associated with other immune mechanisms that help to control
other infectious diseases such as visceral leishmaniasis and tuberculosis [32, 33]. Taken together,
our data further indicates that a combination of Th1l/Th17 responses exert a protective effect
during M. leprae infection and guide the development of the PB presentations of this disease.
However, we highlight the need for studies that seek at clarifying the molecular and genetic
mechanisms involved in the regulation of Th17 cells and the role of innate immunity in the
clinical forms of leprosy. Furthermore, it is required to investigate the mechanisms involved in
the inflammatory response associated with leprosy reactions mediated by IFN-y, and if the
Th1/Th17 plays a distinct role on the different leprosy reactions (type 1 and 2). In this present
study, due to the small number of patients with ENL (n = 2) we recognize the limitations to
investigate the role of Th17 in this type of reaction.In summary, as expected, IL-12p70 and IFN-
v (Thl profile) were associated with the PB forms of leprosy. We also showed a role of Th17 in
PB clinical forms by different methods: immune response in lesion (local response), serum

(systemic response) and PBMC by flow cytometry (cells producing cytokines spontaneously)
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from leprosy patients and HHC. Taken together, our data indicates that Th17 cells are associated
with effective inflammatory response that promotes the PB forms in leprosy, but these cells are
not predictive of the subsequent development of inflammatory leprosy reactions in MB patients.
This suggests that Th17 cells are protective against M. leprae infection and promote the milder

clinical forms of leprosy.
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Figure Legends

Figure 1. IFN-y expression in lesions of TT and LL patients. A) Number of IFN-y+ cells in
Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. B) Number of CD4+
IFN-y+ cells in Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. (C)
Representative confocal microscopy analyses for total IFN-y+ and for CD4+ IFN-y+ cells in TT
and LL lesions. Frozen tissue sections were stained with PE-labeled anti-IFN-y antibody (red),
FITC-labeled anti-CD4 monoclonal antibodies (green) and DAPI (blue), as described in
Materials and Methods. The three optical sections for each patient were obtained,
simultaneously, with 363, 488 and 568 lines of argon/krypton lasers and the proper set of filters.
The overlay for CD4 (green), IFN-y (red) and DAPI (blue) in TT and LL lesions is shown on the
right hand panels. The cells that are double positive for each pair of staining (CD4+ IFN-y+)
appear in yellow. Values represent the average + standard deviation of each group. * indicates p

<0.05, comparing TT and LL. The bar represents 10um.

Figure 2. IL-17 expression in lesions of TT and LL patients. A) Number of IL17+ cells in
Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. B) Number of
CD4+IL17+ cells in Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. (C)
Representative confocal microscopy analyses for total 1L-17+ and for CD4+IL17+ cells in TT
and LL lesions. Frozen tissue sections were stained with PE-labeled anti-IL-17 antibody (red),
FITC-labeled anti-CD4 monoclonal antibodies (green) and DAPI (blue), as described in
Materials and Methods. The three optical sections for each patient were obtained,
simultaneously, with 363, 488 and 568 lines of argon/krypton lasers and the proper set of filters.
The overlay for CD4 (green), IL-17 (red) and DAPI (blue) in TT and LL lesions is shown on the
right hand panels. The cells that are double positive for each pair of staining (CD4+IL-17+)
appear in yellow. Values represent the average + standard deviation of each group. * indicates p

<0.05, comparing TT and LL. The bar represents 10um.

Figure 3. IL-10 expression in lesions of TT and LL patients. A) Number of IL-10+ cells in
Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. B) Number of CD4+ IL-
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10+ cells in Tuberculoid (TT) (n=9) and Lepromatous Leprosy (LL) (n= 8) lesions. (C)
Representative confocal microscopy analyses for total IL-10+ and for CD4+ IL-10+ cells in TT
and LL lesions. Frozen tissue sections were stained with PE-labeled anti-IL-10 antibody (red),
FITC-labeled anti-CD4 monoclonal antibodies (green) and DAPI (blue), as described in
Materials and Methods. The three optical sections for each patient were obtained,
simultaneously, with 363, 488 and 568 lines of argon/krypton lasers and the proper set of filters.
The overlay for CD4 (green), IL-10 (red) and DAPI (blue) in TT and LL lesions is shown on the
right hand panels. The cells that are double positive for each pair of staining (CD4+ IL-10+)
appear in yellow. Values represent the average + standard deviation of each group. * indicates p

<0.05, comparing TT and LL. The bar represents 10um.

Figure 4. Circulating cytokine levels of leprosy patients and contacts. Concentrations of
serum (A) IL-12p70, (B) IFN-y, (C) IL-10, (D) IL-17A and (E) IL-1B from PB, MB (with
Leprosy reaction LR+ and without leprosy reaction LR-) and household contacts (HHC).
Cytokine concentrations were collected and determined by Luminex assay. A minimum of 15
patient samples were used per cohort. Statistically significant differences between groups are at a

p value < 0.05.

Figure 5. Correlation among serum cytokines. Cytokine concentrations from PB (n = 23) and
MB n = 28) leprosy patients and HHC (n = 23) samples were analyzed by Luminex Technique
and correlation between the cytokines values were determined by Spearman test. Cl =

Confidence Interval. *Asterisks indicate statistically significant correlations, at a p value < 0.05.

Figure 6. Cellular source of IL-17 and IFN-y in leprosy patients and contacts. (A)
Representative flow cytometry analysis showing CD3+CD4+ IL-17A and IFN-y production. (B)
Percentage of CD3+CD4+ T helper cell expression and (C) CD3+CD8+ T cytotoxic cell
expression of IL-17A+ and IFN-y + in PBMC:s isolated from peripheral blood of TT (n = 5), LL
(n = 6) and contact controls (n = 6). The red dots in CD4+IFN-y+ and CD8+IFN-y+ graphics

indicate the LL patients who developed leprosy reaction later.
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