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RESUMO

Os individuos com hanseniase multibacilar (MB) apresentam uma baixa capacidade de
produzir IFN-y em resposta ao Mycobacterium leprae, agente etiologico da doenca, e
consequentemente, apresentam uma alta carga bacilar constituindo as principais fontes
de disseminacdo e transmissdo do bacilo. Por outro lado, contatos intradomiciliares
destes doentes constituem o grupo de individuos com maior risco de adoecimento. O
presente estudo tem como objetivo geral compreender os mecanismos de modulacao
negativa da resposta imune celular M. leprae especifica em individuos sadios com alta
exposicdo ao bacilo e em individuos com hanseniase MB, até hoje pouco esclarecidos.
Para isto, avaliamos as frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" virgens, de memoria
central e de memdria efetora recém-ativados em resposta ao M. leprae ou conjuntos de
peptideos nondmeros (restritos a MHC de classe I, P.C.I) e pentadecameros (restritos a
MHC de classe Il, P.C.1I) especificos do M. leprae em células mononucleares de sangue
periférico (CMS) dos contatos domiciliares no inicio (T0) e ao longo do tratamento do
caso indice (T1). Em paralelo, os niveis de 16 citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento secretados por CMS destes contatos estimuladas in vitro, em TO e T1, com
os antigenos mencionados. Nove contatos foram avaliados, dos quais sete foram
vacinados com BCG em TO0. Na maioria dos contatos, independente da vacinagdo ou
ndo com BCG, observou-se um aumento da frequéncia de linfocitos T CD4" de
memdria efetora a pelo menos um dos antigenos utilizados em T1. Detectou-se,
também, um aumento consistente de células T CD8" de memoria efetora respondedoras
a P.C.I. Observou-se variagdes nas frequéncias de linfécitos T CD4" e/ou CD8"
produtores de IFN-y ou IL-10 M. leprae especificas no sangue periférico dos contatos.
Entretanto, com o tamanho atual da amostragem populacional ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas entre tempos avaliados. A vacinacdo com
BCG gerou um perfil de resposta imune Thl com aumento da secrecdo de IFN-y em
seis dos sete contatos vacinados. Observamos, ainda, um aumento significativo da
producdo de G-CSF, GM-CSF, MCP-1, IL-6 e MIP-1 em resposta ao M. leprae ou a,
pelo menos, um dos conjuntos de peptideos M. leprae-especificos em T1. A partir dos
dados obtidos, foi possivel observar que o tratamento do caso indice e consequente
eliminacdo da fonte de M. leprae vivo no ambiente juntamente com a vacina¢do com
BCG contribuiram para o aumento de resposta imune celular M. leprae-especifica dos
contatos de pacientes multibacilares. Numa ultima etapa do trabalho, padronizamos um
protocolo para isolamento de células provenientes de lesGes de pele de pacientes MB.
Nossos dados iniciais sugerem uma abundancia de células T CD8" nestas lesdes,
concordando com observacOes anteriores. Uma analise detalhada do fenétipo funcional
das células presentes na lesdo lepromatosa podera contribuir na definicdo das
populagdes celulares envolvidas na modulagdo negativa da resposta imune protetora
contra o M. leprae. Além disso, a caracterizacdo funcional particularmente das células T
CD8" especificas para P.C.| seria de grande relevancia para o entendimento da resposta
imune protetora na hanseniase, com potencial aplicacdo no desenvolvimento de vacinas
mais eficazes para o controle da doenca.
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ABSTRACT

Individuals with multibacillary leprosy (MB) have a low capacity to produce IFN-y in
response to Mycobacterium leprae, etiological agent of leprosy, and consequently, have
a high bacterial load, being the main sources of dissemination and transmission of the
bacillus. Household contacts (HC) of these patients constitute the group of individuals
at highest risk for leprosy. The aim of the present study is to understand the mechanisms
of cellular immune response downregulation by M. leprae in healthy individuals with
high exposure to M. leprae and patients with MB leprosy, a phenomenon that remains
poorly understood until today. In this work we evaluated the frequencies of recently
activated naive, central memory and effector memory CD4" and CD8" T cells, in
response to M. leprae and a pool of M. leprae-specific peptide nonamers (MHC class I-
restricted, P.C.I) and pentadecamers (MHC class ll-restricted, P.C.I1) in the peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) of HC at the beginning (T0) and during the treatment
of the index case (T1). We also compared the levels of 16 cytokines, chemokines and
growth factors secreted by PBMC of these contacts stimulated in vitro with the same
antigens at TO and T1. Nine contacts were evaluated, which seven were vaccinated with
BCG at TO. Most of the HC, independently of BCG vaccination, showed increased
frequency of CD4" effector memory to at least one of the antigens used in T1. A
consistent increase of CD8" effector memory responsive to P.C.I1 was also detected. It
was observed variations in the frequencies of CD4" and/or CD8" T cells producing IFN-
y or IL-10 M. leprae-specific by PBMC from HC. However, with the current size of the
sample population was not observed statistically significant differences between the
time points studied. The BCG vaccine generated a Thl immune response profile with
increased secretion of IFN-y in six out of seven vaccinated contacts. We also have
observed a significant increase in the production of inflammatory mediators, such as G-
CSF, GM-CSF, MCP-1, IL-6 and MIP-1p in response to M. leprae or at least one of the
M. leprae-specific peptide pools at T1. It was observed in the our data that index case
treatment and consequent elimination of the live M. leprae source from the
environment, together with BCG vaccination contributed to the increase in M. leprae-
specific cellular immune response in HC of MB patients. In the final step of this work,
we standardized a protocol for isolation of cells from biopsies of skin lesions of MB
patients. In agreement with previous observations, our initial data suggest an abundance
of CD8" T cells. A detailed analysis of the functional phenotype of the cells present in
lepromatous lesions may contribute to the definition of cell populations involved in
negative modulation of the immune response against M. leprae. The functional
characterization, particularly of CD8" T cells specific to P.C.I, would be of great
relevance to understand the protective immune response in leprosy, with potential
application in the development of more effective vaccines to control the disease.
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1.  INTRODUCAO
1.1. A hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae um patogeno intracelular obrigatorio que infecta preferencialmente macréfagos e
células de Schwann(1), causando incapacidades e deformacGes fisicas. Historicamente a
doenca ficou conhecida como “lepra”, termo derivado do latim “Lepros” que significa
escamoso. Os primeiros documentos que relatam a existéncia da hanseniase no Brasil
sdo de 1696, onde o governador Artur de S& e Menezes procurava dar assisténcia no Rio
de Janeiro aos “miseros leprosos” ja entdo em numero apreciavel e que eram langados
para o lado mais obscuro da sociedade. Como na época ndo existia tratamento, 0s
doentes apresentavam les6es ulcerantes na pele, deformidades e perda das extremidades
0 que era também considerado uma marca de desonra relacionada ao pecado (2). O
estado de Séo Paulo, no inicio da década de 30 do século XIX, adota o modelo de
isolamento compulsorio aos hansenianos. Em 1954, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) envia uma comissdo ao Brasil, a qual recomendou o fim do isolamento
compulsoério, a exemplo de outros paises (3). O Departamento de Dermatologia
Sanitaria, que tinha o objetivo de auxiliar no processo de reducéo do estigma em relacdo
a doenca, acreditava que o imenso residuo de estigmatizacdo da lepra residiria em torno
do nome da doenca (4). Estas concepg¢des ocasionaram um movimento no Brasil de
substituicdo da nomenclatura da doenca. Em 1976, com a aprovagao do decreto n° 165,
de 14 de maio de 1976, que muda o nome de “lepra” para hanseniase, o novo termo foi
adotado no Brasil, sendo amplamente empregado em documentos técnicos-cientificos.
Porém, com a Lei Federal 1.010, de 1995, proibindo, terminantemente, a utilizacdo do
termo “lepra” e seus derivados foi que o termo hanseniase se tornou oficial.

A hanseniase pode afetar individuos em todas as faixas etarias e em ambos 0s
sexos e diversos fatores podem contribuir para a transmisséo da doenca. Um estudo
desenvolvido entre populacbes expostas ao M. leprae demonstrou que o risco de
desenvolver a hanseniase tambem esta associado com a pouca escolaridade, condic¢des
precarias de habitacdo e condigdes socio-econdmicas (5)(6). Além disso, fatores
genéticos também podem influenciar no processo de adoecimento e no curso clinico da
hanseniase (7). Polimorfismos na regido promotora para o gene da Linfotoxina-alfa

(LTA) foram descrito como um fator genético de risco para o adoecimento (Alcais e



col., 2007). Mira e colaboradores identificaram polimorfismos em uma regido
promotora compartilhada por dois genes: PARK2, que codifica para uma E-3
ubiquitinina ligase denominada Parkin e PACRG estando associados a uma maior
susceptibilidade para a doenca. Esse estudo revelou uma nova via da imunidade
dependente de ubiquitina na infeccdo com M. leprae (8). Outros estudos de

polimorfismos em diversos genes como no receptor da vitamina D, TNF-a, IL-10, IFN-

v, genes do complexo HLA e receptores do tipo toll-1 (TLR-1) (9) também foram
associados como fatores de risco para 0 desenvolvimento da hanseniase
(10).(8).(11),(12), (13), (14), (11).

Em 1981, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) introduziu a quimioterapia
combinada com trés drogas, conhecida como poliquimioterapia (PQT), com o objetivo
de reduzir o tempo de tratamento e o aparecimento de formas resistentes do bacilo a
uma Unica droga. A hanseniase tem cura e o tratamento com a PQT ¢é altamente eficaz e

gratuito.



1.2. Prevaléncia atual e distribuicéo geografica

Embora a PQT tenha contribuido significativamente para a diminuicdo da
prevaléncia da hanseniase (15), a hanseniase permanece até os dias atuais como um
problema de salde publica. Durante o ano de 2011 foram detectados 219.075 novos
casos de hanseniase no mundo (16). Na Figura 1.1 podemos observar o Brasil em
destaque com 1-2 casos por 10 mil habitantes, assim como, Micronésia e Suddo do Sul
com mais de 2 casos por 10 mil habitantes. Em 2011, o Brasil detectou 33.955 casos
novos de hanseniase, correspondendo a um coeficiente de deteccdo geral de 17,6/100
mil habitantes. Neste mesmo ano, foram registrados 2.420 casos novos de hanseniase
em menores de 15 anos e um coeficiente de detecgdo desse grupo etério de 5,2 por 100
mil habitantes, refletindo a precocidade de exposi¢cdo ao agente etioldgico da doenca,
evidenciando assim, a forca de transmissdo da doenca e sua tendéncia (17). Apesar da
importante reducdo do coeficiente de prevaléncia de hanseniase no Brasil, algumas
regides demandam intensificacdo das acdes para eliminacdo da doenca, justificadas por
um padréo de alta endemicidade (18).
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Figura 1.1. Taxa de prevaléncia da hanseniase em janeiro de 2012 por 10 mil habitantes. (WHO,
2013). Modificado a partir de http://www.who.int/lep/situation/Leprosy PR _2011.pdfcc.

Dos 33.955 novos casos registrados no Brasil em 2011, 6.865 novos casos foram
detectados na regido norte, 13.953 na regido nordeste, 6.008 na regido sudeste, 1.376

casos na regido sul e 5.754 na regido centro-oeste. Dos 6.008 novos casos detectados na
3


http://www.who.int/lep/situation/Leprosy_PR_2011.pdfcc

regido sudeste, 1719 casos foram detectados no estado do Rio de Janeiro, onde 978
pacientes desenvolveram a forma multibacilar da hanseniase (19). De acordo com o
coeficiente geral de detec¢do no ano de 2010, Tocantins, Para, Maranhdo e Piaui foram
classificados como hiperendémicos, com mais de 40 casos novos por 100 mil
habitantes. Os estados do Rio Grande do Norte, Minas Gerais e Sdo Paulo apresentaram
média endemicidade com 8,2, 8,0 e 4,3 casos novos por 100 mil habitantes
respectivamente. O Rio Grande do Sul foi considerado de baixa endemicidade por
apresentar menos de dois casos novos por 100 mil habitantes. Os outros estados foram
considerados com endemicidade alta ou muito alta, como é o caso do Rio de Janeiro
(Figura 1.2. A). Como podemos observar na Figura 1.2. B diversos municipios do Rio
de Janeiro apresentam um coeficiente geral de detec¢do considerado muito alto para os
parametros do Ministério da Salde, sendo os municipios de Parati, Guapimirim e

Cardoso Moreira considerados hiperendémicos.

A) B)

Coeficiente Geral de Deteccdo [T sem casos 0,00

[ Sem casos 0,00 [ Baix00,00 - 1,99

B Babwo <1,00 [ Médio 1,99 - 9,99

@ Médio1-| 4,99

B Ato5-] 9,99 [ Alto 9,99~ 19,99

B Muitoaito 10| 19,99 Muito Alto 19,99 --| 39,99
W Hiperendémico >=20 Hiperendémico > 39,99

Figura 1.2. Coeficiente geral de deteccdo de hanseniase. A) Coeficiente geral de deteccdo de
hanseniase por 100 mil habitantes nas Unidades da Federacdo em 2010. Adaptado de Ignott & Paula,
2010 (20). B) Coeficiente geral de deteccdo por municipios do Rio de Janeiro em 2010 (adaptado de

Secretaria de vigilancia em salde-Ministério da Saude (21).



1.3. O Mycobacterium leprae

Também conhecido como bacilo de Hansen, o Mycobacterium leprae foi
descoberto por Gerhard Henrick Armauer Hansen em 1873 na Noruega. E um patdgeno
intracelular obrigatdrio, multiplica-se lentamente in vivo, por divisdo binaria, ndo sendo
possivel cultiva-lo in vitro até os dias atuais (22). Infecta preferencialmente as células
de Schwann do sistema nervoso periférico e fagdcitos mononucleares (1).

O género Mycobacterium pertence a ordem Actinomycetales, familia
Mycobactericaceae e se caracteriza por ndo apresentar micélios ou apresenta-los de
forma rudimentar. As micobactérias estdo entre 0s mais importantes microorganismos
patogénicos, causando doencas como a hanseniase e a tuberculose. O M. leprae
apresenta forma de bastonete reto ou levemente curvado de 1-8 micrémetros de
comprimento por 0,3 micrometros de didametro, com extremidades arredondadas. S&o
iméveis, ndo formando enddsporos ou cépsulas e sdo considerados Gram-positivos
embora ndo sejam bem corados por esse método (23). O M. leprae faz parte do grupo
dos bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) ndo se descorando por solventes organicos
acidificados apds coloracdo com corantes basicos, ou seja, cora-se pela fucsina e ndo se
descora pelos acidos e alcoois quando corado pelo método de Ziehl-Neelsen.

Devido a auséncia de modelos experimentais que mimetizem a doenca e por ndo
ser possivel o cultivo de M. leprae em meios artificiais, a infeccdo em animais tem sido
utilizada a fim de se obter o bacilo vidvel para estudo. Em 1960, Shepard demonstrou
que o coxim plantar de camundongos infectados com 10° a 10* bacilos podia sustentar
uma multiplicacdo limitada com cerca de um milhdo de bacilos (24). Com a descoberta
do tatu de nove bandas, Dasypus novencintus, como hospedeiro suscetivel a infeccédo
pelo M. leprae, estudos bioquimicos e imunoldgicos sobre este patégeno foram
realizados a partir dessa imensa e importante fonte de bacilo. O M. leprae pode ser
facilmente ser recuperado dos linfonodos, baco e especialmente do figado do tatu de
nove bandas. O figado deste animal é bastante substancial, pesando cerca de 150 gramas
e é a fonte mais importante de M. leprae. Os niveis de infecgdo podem ser superiores a
10" bacilos por grama de tecido de figado, produzindo 150 mg ou mais a partir de um
unico figado (25). Em 2001, Truman e Krahenbuhl demonstraram que embora seja
possivel obter um grande numero de M. leprae de tatus infectados, a viabilidade de M.

leprae proveniente de patas de camundongos é superior (26).
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A inoculagdo de pequenas quantidades de M. leprae, usualmente entre 10° e 10*
bacilos provenientes de bidpsias humanas em coxim plantar de camundongos Balb/c,
promove uma multiplicagdo limitada do M. leprae durante 9 a 12 meses (24). O
crescimento do bacilo € usualmente limitado ao sitio de inoculacdo, embora possa
ocorrer um pequeno espalhamento para outros tecidos superficiais (27). Em
camundongos imunocompetentes, um inoculo de alguns milhares de bacilos crescem
localizadamente alcangando a quantidades de aproximadamente um milhdo de bacilos
por pata. Essencialmente ndo ha doenca na pata desses camundongos, e as mudancas
histopatoldgicas consistem em pequenos granulomas contendo poucos linfocitos e
muito poucos bacilos, ndo ocorrendo disseminacéo da infecgdo nesses animais.

A supressdo da resposta imune de camundongos por timectomia e irradiacao,
resulta no aumento da infec¢do nas patas e disseminacdo do bacilo para 6rgdos internos
e tecidos periféricos, demonstrando que a habilidade de aumentar a infec¢do pela
deplecdo da funcdo das células T em um camundongo congenitamente atimico, ou nude,
proporciona um hospedeiro adequado, naturalmente sensivel a infec¢do pelo M. leprae
(28). Nesses camundongos nude a multiplicacdo de M. leprae na pata parece ser
disseminada alcancando 10* ou mais bacilos. Histopatologicamente, o tecido da pata
infectada apresenta macrofagos altamente infectados com M. leprae (Figura 1.3).
Assim, o desenvolvimento desse modelo de camundongo permite a realizagdo de
culturas com um grande namero de bacilos altamente vidveis para uso experimental
(29), (26), (30).

Figura 1.3. Cultivo de M. leprae em pata de camundongo. A) Pata edemaciada de camundongo nude 6
meses ap6s infeccdo com 5x10° de M. leprae. B) Macréfagos altamente infectados provenientes da pata

do camundongo (31). Aumento x1000.



A parede celular do M. leprae é considerada um componente chave na interacdo
do bacilo com o ser humano, seu principal hospedeiro natural. A parede celular do
M.leprae (Fig 1.4) contém peptidoglicana ligada & camada de galactana a qual se ligam
cadeias ramificadas de arabinana, formando juntamente com a camada de
peptidoglicana, uma zona eletro-densa em torno do M. leprae. Os acidos micolicos sdo
ligados nas extremidades das cadeias de arabinana formando o folheto interno de uma
falsa bicamada lipidica. O folheto externo é composto por uma rica variedade de acidos
micolicos e acidos micoserosoicos assim como glicolipideos fendlicos (PGLS),
formando uma zona electrotransparente. Lipoglicanas como lipomanana e
lipoarabinomanana, conhecidas por se ancorarem a membrana plasmaética, também séo
encontradas na parede celular do M. leprae (31).

O glicolipideo fenolico | (PGL-I) é um glicolipideo antigénico muito abundante e
encontrado unicamente no M. leprae (32), (33). A porcéo glicidica da molécula de PGL-
1 é composta por um Unico trissacarideo, sendo seu principal determinante antigénico o
dissacarideo terminal. Anticorpos monoclonais foram usados na analise desse
determinante antigénico do PGL-1 e foi mostrado que a remoc¢do do acUcar da parte
terminal resultou na perda da ligacdo de muitos anticorpos, enquanto a remocao dos
acidos graxos da cadeia longa da molécula ndo teve efeito na ligacdo dos anticorpos
(34). O PGL-1 em si ou em formas de neoglicoproteinas semi-sintéticas contendo o
dissacarideo terminal sintético ou o trissacarideo inteiro quimicamente conjugado a
albulmina de soro bovino ou humano, tem sido de grande utilidade no diagnostico
soroldgico, confirmando a forma multibacilar da doenca. O PGL-1 também possui
implicacdes no tropismo do M. leprae pelas células de Schwann através de ligacGes
especificas a laminina e possui um importante papel na regulacdo negativa da resposta
imune inflamatdria inibindo a maturag&o e ativagdo de células dendriticas e facilitando a

persisténcia do M. leprae no hospedeiro (35).
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Figura 1.4. Modelo esquemético da parede celular do M. leprae. A membrana plasmatica é
envolvida por uma parede celular composta por peptidoglicana ligada covalentemente a
araginogalactana. Acidos micolicos estdo ligados aos residuos terminais de arabinose. A camada mais
externa apresenta: Glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), monomicolato trealose (TMM), &cidos
micocerosdicos (PDIMs), monosideos fosfatidilinositol, Fosfolipideos(PL). Adaptado de Vissa e
Brennan, 2001(36).

O sequenciamento completo do genoma do M. leprae proveniente de lesdes de
pele de um paciente lepromatoso revelou uma reducéo evolutiva sofrida pelo M. leprae
qguando o seu genoma foi comparado ao do M. tuberculosis. Somente 49,5% do genoma
do M. leprae possui genes funcionais, enquanto 27% sdo pseudogenes, ou seja, possui
sequencias de acido desoxirribonucleico (DNA) genémico similares a genes normais,
mas ndo sdo capazes de codificar uma proteina e 23,5% do genoma sao genes ainda nao
codificados. A delecdo de genes no M. leprae eliminou muitas importantes vias de
atividades metabolicas, cadeia respiratéria anaerobica, do sistema catabolico e seus
circuitos regulatérios (37). A perda massiva de genes e a presenca de mutacdo em
diversas areas metabolicas poderia explicar a dificuldade de se cultivar o M. leprae in

vitro até os dias atuais (36).



1.4. Formas Clinicas da Hanseniase

A hanseniase manifesta-se através de um amplo espectro de formas clinicas,
determinado pela intensidade da resposta imune celular do paciente ao M. leprae. A
hanseniase dificilmente leva a morte, mas constitui a principal causa de neuropatia
periférica e a lesdo neural sendo observadas em todas as formas clinicas da doenga. No
polo tuberculdide (TT) estdo os doentes que desenvolvem resposta protetora ao bacilo,
pois possuem uma imunidade mediada por células controlando a disseminacdo da
doenca e por isso apresentam um baixo indice baciloscopico. Ja o polo lepromatoso, €
representado por aqueles individuos que apresentam um alto indice baciloscopico
devido a ineficiente resposta celular contra a bactéria resultando na doenca lepromatosa
disseminada (LL) e que apresentam uma alta carga bacilar. Entre esses pdélos, ha
pacientes com quadros intermediarios: "borderline” tuberculdide (BT), "borderline-
borderline” (BB) e "borderline” virchowiano (BL), onde a resposta imune celular é
maior ou menor de acordo com a proximidade ao pélo tubercul6ide ou lepromatoso
respectivamente (Ridley e Jopling, 1966) (Figura 1.5). A grande maioria dos individuos
expostos ao M. leprae ndo adoecem. De um modo geral, os individuos que se infectam,
inicialmente apresentam a forma indeterminada (I) da hanseniase. A hanseniase
indeterminada é um estagio inicial e transitério da doenca, que pode ser encontrado em

individuos de resposta imune ndo definida diante do bacilo, usualmente, criancas (38)

Imunidade mediada indice baciloscopico
por células 6
13
0
TT BT BB BL LL

Figura 1.5. Formas clinicas da hanseniase de acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling (1966).
A linha tracejada indica o indice baciloscépico que como pode ser observado é bem elevado em pacientes
do polo LL e zero no pacientes do polo tuberculdide. Ja a linha preenchida indica a imunidade mediada
por células que é elevada no polo TT e muito baixa no polo LL. Classificagdes: TT (Tuberculbide-
Tuberculéide), BT (Borderline-Tubercul6ide), BB (Borderline-Borderline), BL (Borderline

Lepromatoso), LL (Lepromatoso-Lepromatoso). Adaptado de Walker e Lockwood (2006). (41).
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1.5. Diagnostico

A hanseniase manifesta-se através de sinais e sintomas dermatoldgicos e
neuroldgicos que podem levar a suspeicdo diagnostica da doenca. As alteracbes
neuroldgicas, quando ndo diagnosticadas e tratadas adequadamente, podem causar
incapacidades fisicas que podem evoluir para deformidades (39).

O diagnostico da hanseniase é feito pelo exame clinico, onde, os profissionais de
salde realizam a anamnese para obtencdo da histdria clinica e epidemiologica do
individuo, identificam lesdes de pele com alteracdo de sensibilidade, realizam avaliacao
neuroldgica identificando neurites, incapacidades e deformidades, além disso,
identificam se o individuo j& apresenta caracteristicas do estado reacional da doenca,
acompanhado de exame baciloscopico em esfregacos de linfa e de exame
histopatoldgico (39). Como ilustrado na Figura 1.6. as lesdes mais comuns sdo: nodulos
caracterizados por lesdes s6lidas mais palpaveis que visivel (carocos internos), manchas
pigmentares ou discrémicas, placas caracterizadas por lesdes sélidas com elevagdo
superficial e circunscrita e infiltracdo culminando em um aumento da espessura e

consisténcia da pele (40).

Nédulo Mancha Placa Infiltracéo

Figura 1.6. Tipos de leses de pele observadas em pacientes com hanseniase. (39).
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Apesar da falta de sensibilidade ser caracteristica predominante das lesdes de
hanseniase, cerca de 30% das lesGes ndo sdo anestésicas, 0 que pode dificultar ainda
mais o diagndéstico da doenga (41). A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) sugeriu
aos paises endémicos que adotassem uma simplificacdo do critério diagnostico de
acordo com o indice baciloscopico (IB) feito a partir de esfregacos de linfa e 0 nimero
de lesdes. De um modo geral, pacientes tuberculdides (TT, BT e I) sdo classificados
como paucibacilares (PB), com IB=0 e apresentam até 5 lesfes de pele, e pacientes
lepromatosos (BB, BL e LL) sdo classificados como multibacilares (MB), com 1B>0
apresentando mais de 5 lesdes de pele. A baciloscopia de esfregaco de linfa deve ser
utilizada como exame complementar para a identificacdo de casos PB e MB de dificil
classificacdo clinica. A baciloscopia positiva classifica 0 caso como MB, independente
do nimero de lesdes. O resultado negativo nao exclui o diagndstico da doenca (40).

Testes imunoldgicos tém sido utilizados como ferramenta complementar no
diagnostico da hanseniase. O teste de mitsuda é utilizado na hanseniase para avaliar a
habilidade do individuo em montar uma resposta granulomatosa apds injecao
intradérmica de bacilos mortos. A resposta imune é mensurada pelo tamanho em
milimetros (mm) da induracdo apds 28 dias. Pacientes BT e TT apresentam uma
resposta positiva (induragdo > 5 mm), enquanto pacientes LL tipicamente nao
apresentam resposta. Outro teste imunoldgico é realizado utilizando o PGL-I devido a
sua especificidade. Baseados no PGL-l nativo ou nos derivados semissintéticos,
numerosos testes sorologicos tém sido desenvolvidos para detectar a presenca de
anticorpos IgM, IgG e IgA, principalmente pela técnica de ensaio imuno enzimatico
(ELISA). Os anticorpos encontrados sé&o predominantemente da classe IgM e
aumentam nas formas multibacilares (MB). Ja a grande maioria dos pacientes
paucibacilares (PB) sdo soronegativos, visto que a positividade soroldgica esta
relacionada com a carga bacilar do individuo. O teste ML Flow € um método simples e
rapido que se baseia na deteccdo de anticorpos especificos para PGL-1 no sangue. Este
teste permite assim distinguir entre pacientes MB e PB, permitindo a escolha do
esquema terapéutico mais adequado ao paciente (42). A correlacdo entre esse teste e a
técnica de ELISA mostrou alta sensibilidade na classificacdo de pacientes com a forma
severa da doenca (97,4%) e alta especificidade em compara¢do com grupos controle
(90,2%) (43). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que possui alta especificidade
também é uma técnica aplicada ao diagndstico laboratorial da hanseniase. Essa técnica
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permite a identificacdo e amplificacdo de regibes especificas do M. leprae em amostras

bioldgicas utilizando genes alvos do patdgeno (44). (45)

1.6.  Episodios reacionais na hanseniase

Durante o curso da doenca, cerca de 50% dos pacientes apresentam episodios
reacionais devido a reativacdo da resposta imune celular ligada a producdo de
mediadores inflamatorios e associada ao dano tecidual. As reagBes podem ocorrer a
qualquer momento durante a evolucdo crbnica da doenca, sobretudo ap6s o inicio do
tratamento especifico, que leva a morte bacilar e liberacdo macica de antigenos
micobacterianos (45). Os episddios reacionais podem levar a piora do quadro clinico
dos pacientes, aumentando o dano neural e contribuindo para o surgimento de
incapacidades fisicas.

A reacdo do tipo 1, também conhecida como reagdo reversa se desenvolve
gradualmente e seu curso natural pode durar vérias semanas. Ocorre em pacientes com
as formas intermediarias da hanseniase (BL, BB e BT) e caracteriza-se por induracéao e
eritema nas lesGes existentes, frequentemente com edemas e neurite progressiva,
causando neuropatia sensorial e motor. Em casos severos as lesdes podem se tornar
ulcerantes. A reacdo do tipo 2, também conhecida como eritema nodoso leproso,
apresenta um curso natural de uma a duas semanas, porém muitos pacientes apresentam
recorréncias mdltiplas ao longo de varios meses. Este tipo de reacdo ocorre em
pacientes multibacilares (LL e BL) e estes pacientes em estado reacional apresentam
nddulos eritematosos que podem se desenvolver na face, extremidades, ou tronco, sem
predilecdo por lesBes existentes. Sistemicamente, estes pacientes muitas vezes também
apresentam febre, mal-estar, e algum grau de neurite sensorial e motora. Iridociclite e
episclerite, orquite, artrite e miosite também pode acompanhar essa rea¢cdo. Em casos
severos as lesdes também podem ser tornar ulcerantes (31).

Em um estudo realizado por Nery e colaboradores, os autores observaram que
57% dos pacientes multibacilares incluidos no estudo evoluiram para algum dos
guadros reacionais durante o tratamento poliquimioterapico. Os autores também
observaram que 91% dos pacientes LL apresentaram eritema nodoso, enquanto 93% dos

pacientes BB e 57% dos pacientes BL apresentaram reacdo reversa (46).
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1.7. Tratamento

A PQT constitui a principal forma de controle da hanseniase, sendo
indispensavel para a interrupcdo da transmissdo da doenca e sua eliminagcdo como um
problema de salde publica. A PQT desenvolvida pela OMS é constituida por
rifampicina, dapsona e clofazimina com apresentagdo em quatro tipos de cartelas ou
“blisters”, de acordo com a classificacdo operacional de cada caso. Os pacientes
Paucibacilares sdo tratados por seis meses com rifampicina e dapsona e 0s
Multibacilares séo tratados por 12 meses com rifampicina, dapsona e clofazimina (39))..
Na tomada mensal de medicamentos é feita uma avaliagdo do paciente, para
acompanhar a evolucdo de suas lesbes de pele e comprometimento neural, verificando-
se se ha presenca de neurites ou estados reacionais, sendo a regularidade do tratamento

fundamental para a cura do paciente.

1.8. Transmissao

Acreditava-se que o0 ser humano era o unico hospedeiro natural do M. leprae.
Porém em 2011 Truman e colaboradores demonstraram por comparacGes genémicas
que o M. leprae isolado de pacientes com hanseniase no Estado da Louisiana, nos
Estados Unidos das Américas e os que infectam naturalmente os tatus desta regido
possuem sequéncias gendmicas idénticas, sendo considerada uma Unica cepa
responsavel pela infeccdo nos dois hospedeiros. Os resultados desse trabalho apontam
para os tatus como fonte de infec¢do, sugerindo que a hanseniase seria uma zoonose
nesta regido. Em 1999, Matsuoka e colaboradores relataram a presenca de DNA de M.
leprae em amostras de agua de locais de alta prevaléncia para a hanseniase na Indoneésia
(47). Material genético do M. leprae também foi identificado em amostras de solo de
areas endémicas na India (48)

Entretanto, acredita-se que a transmissdo ocorra principalmente através do
contato de individuo para individuo e que o M. leprae se dissemine atraves da inalagao
de aerossois ou pelo contato com secre¢des nasais e superficies expostas da pele de
pacientes multibacilares ndo tratados (49). Silva e colaboradores demonstraram a
interacdo in vitro do M. leprae com células do epitélio alveolar e nasal de humanos. Os

13



autores observaram que o0 M. leprae ¢ capaz de entrar em ambos 0s tipos celulares e que
ambas sdo capazes de sustentar a sobrevivéncia da bactéria. Além disso, os autores
demonstraram que a entrada de M. leprae no septo nasal de camundongos resultou na
infeccdo de macrdfagos e de células epiteliais no tecido pulmonar, mantendo a ideia de
que as vias aéreas constituem uma importante rota de entrada para o M. leprae no corpo
humano (50). Em 2012, Martins e colaboradores demonstraram que em éareas de alta
prevaléncia, a maioria dos individuos sem histérico prévio de contato com a doenga sdo
infectados pelo M. leprae (51), corroborando com a ideia de que ndo € necessario um
contato intimo e prolongado com um paciente de hanseniase para a transmissao da
doenca (52). Esta observacao também explica o porqué de uma boa proporcao de casos
incidentes surgir entre individuos sem histérico de contato prévio com um paciente de
hanseniase (53), (54) e reforca a ideia bastante difundida na hanseniase de que o M.
leprae é um patogeno de alta infectividade e baixa patogenicidade. Como pode ser
observado na Figura 1.7, a principal fonte de transmissdo sdo o0s pacientes
multibacilares e, apds a exposicdo ao M. leprae, menos de 10% dos individuos irdo
desenvolver a doenga. Entretanto, individuos superexpostos ao bacilo, principalmente
0S que ja apresentam sorologia positiva para 0 PGL-1 e que possuem um maior risco de
adoecer (55), mas que sdo assintomaticos, podem estar contribuindo para a
disseminacdo do M. leprae no ambiente. A identificacdo e tratamento de individuos
ainda num estagio inicial da doenca é de grande importancia para uma eficiente

interrupcao da cadeia de transmissao do M. leprae.
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Exposi¢ao ao M. leprae

~ Paucibacilar
Infeccéo
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(Individuos sadios w==  Doenca
assintomaticos)

Multibacilar

Figura 1.7. Ciclo de transmissdo do M. leprae. Os pacientes multibacilares sdo considerados a principal
fonte de eliminagdo de bacilo vidvel no ambiente. Apds a exposi¢do ao M. leprae menos de 10% dos
individuos irdo desenvolver a doenga, no entanto os individuos assintomaticos, mas que j& apresentam
uma carga bacilar devido a superexposicdo ao M. leprae podem estar contribuindo para a disseminagao

do bacilo, participando da cadeia de transmisséo. Adaptado de Visschedijk et al., 2000 (56).

1.9. Aspectos clinicos e imunoldgicos na hanseniase

Em 1966 Ridley e Jopling descreveram o microambiente das lesfes de pele de
pacientes com hanseniase caracterizando o polo tuberculéide e o p6lo lepromatoso. A
analise histoldgica de fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com alto grau
de imunidade mediada por células, com lesdes de pele bem delimitadas apresentando
hipopigmentagcdo central e pouca sensibilidade local revelou uma inflamagéo
granulomatosa bem desenvolvida com raros bacilos no tecido caracterizando a forma
tuberculoide polar (TT). No outro polo as andlises revelaram a presenca de macrofagos
espumosos na derme contendo grande namero de bacilos caracterizando os pacientes
lepromatosos (LL). A maioria dos pacientes, entretanto, apresentou caracteristicas entre
as duas formas polares e foram subdivididos em borderlines lepromatosos (BL),

borderlines-borderlines (BB) e borderlines tuberculéides (BT).
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A Figura 1.8 demonstra os diferentes perfis imunolédgicos encontrados na lesdo de
pele de um paciente tuberculdide e de um paciente lepromatoso. Na Figura 1.8.A
observamos um infiltrado inflamatério bem organizado, caracteristico das lesdes de
pacientes do polo tuberculGide, epiderme com aspecto caracteristico, com células
epitelidides ao redor dos vasos sanguineos e dos feixes dos nervos e a presenca de
células gigantes dentro do granuloma. Na Figura 1.8. B podemos observar um
infiltrado inflamatorio difuso, epiderme achatada, faixa ulna e macrofagos
indiferenciados com aspectos caracteristicos de uma lesdo de paciente do polo

lepromatoso.

Figura 1.8. Andlise histopatoldgica de fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com

hanseniase. A) lesdo de pele de um paciente tuberculéide (coloragdo por hematoxilina e eosina 200x). A
seta azul indica a presenga de células epitelidides ao redor dos vasos sanguineos e dos feixes dos nervos,
seta vermelha indica a presenca de células gigante dentro do granuloma. B) lesdo de pele de um paciente
lepromatoso (colora¢do por hematoxilina e eosina 200x). Em detalhe (coloragdo por Wade 1000x).
lepiderme achatada, 2- faixa ulna, 3- macrdfagos indiferenciados, 4- macrofagos altamente infectados.

Imagens gentilmente cedidas pela Dra. Alice Miranda do Laboratorio de Hanseniase-Fiocruz.

Em 1983, Kaplan e colaboradores através da microscopia eletrbnica
descreveram detalhadamente a ultraestrutura das células encontradas nas lesdes de pele
de pacientes com as formas polares e intermediarias da hanseniase. As lesdes de pele de
pacientes LL sdo difusas, pouco organizadas com infiltrados celulares em torno das
estruturas de pele ou com localizacdo perivascular. Os macrofagos parasitados situam-
se em uma matriz de colageno dérmico, ocasionalmente e em matrizes paralelas. As
células de Schwann apresentam inimeros bacilos, nervos desmielinizados e pequenos
vasos sanguineos apresentando parede espessa com poucas células aderidas a sua
superficie. Bidpsia realizada em qualquer parte da derme revela a presenca de
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macrofagos espumosos com nucleo alongado, nucléolos proeminentes e bordas finas de
heterocromatina.

J& os pacientes borderlines lepromatosos (BL) apresentam em suas lesdes a
derme contendo um grande numero de células inflamatdérias com um aumento da
presenca de linfocitos T, com ocasionais fagdcitos mononucleares do tipo epitelidide. A
maioria dos fagdcitos mononucleares se encontram infectados. Ocasionalmente o0s
macrofagos apresentam aparéncia alongada com pouco volume citoplasmatico com
lisossomos e mitocondrias evidentes, sugerindo que estes macrofagos sao recrutados
recentemente, ao contrario dos macrdfagos encontrados nas lesdes de pele de pacientes
LL.

Os pacientes classificados como BB representam uma forma intermediéria da
histologia com um pouco menos de células linféides do que as encontradas nos
infiltrados de pacientes tubercul6ides (BT e TT) e uma incomum mistura de fagdcitos
mononucleares. De acordo com a observacdo dos autores (57), os linfocitos estavam
frequentemente proximos aos macrdfagos espumosos e aos mastocitos. Cerca de metade
dos fagocitos mononucleares apresentava tipica morfologia de célula epitelidide, com
vacuolos, granulos, reticulo endoplasmatico e mitocondrias proeminentes.

Interessantemente, a analise de fragmentos de pele de pacientes TT e BT revelou
a presenca de muitas células e uma aparéncia de resposta granulomatosa com células
epitelidides e células gigantes multinucleadas predominantes. Os fagocitos
mononucleares estavam proximos aos linfocitos que eram predominantemente CD4".
Uma significante proporcdo dessas células nas lesbes apresentou mitocdndrias com
aparente inchaco, as células epitelidides intactas eram alongadas com abundante
contetdo citoplasmatico apresentando diversas e pequenas mitocondrias. Os fagocitos
desse polo aparentavam ser ativos. Organismos ou debris celulares ndo foram
encontrados dentro dos fagdcitos e nem nos sitios extracelulares (57).

Diversos trabalhos na literatura demonstraram a diferenca entre a razéo de
linfocitos T CD4 e CD8 nos polos da hanseniase (58), (59), (60), (61), (62), (63), (64),
(65), (66), (67), indicando que em lesGes de pele de pacientes do pélo tuberculdide
predomina a populacdo de linfocitos T CD4 com uma razdo CD4:CD8 de 1.9:1 e nas
lesGes de pacientes do polo lepromatoso a populagéo é predominantemente de linfocitos
T CD8" com uma razdo de CD4:CD8 de 0,6:1 sendo a razdo CD4: CD8 nas lesdes
independente da razdo encontrada no sangue dos pacientes.
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Utilizando anticorpos monoclonais Modlin e colaboradores (59) fizeram a
distincdo das populagdes de células T encontradas em lesdes de pacientes do polo
lepromatoso e tuberculdide. Os autores demonstraram que células com o fendtipo de
memOria superaram em quatorze vezes a mais o nimero de células com fenétipo virgem
encontrada nas lesdes de pacientes TT e que células citotdxicas estavam em grande
quantidade nas lesdes de TT, sugerindo que essas células podem ter um papel na
mediacdo da localizacdo, ativacdo e maturacdo do macréfago levando a uma restrigdo
ou eliminacio do patdgeno. Interessantemente, células T CD4" sio distribuidas por toda
a lesdo, enquanto as células CD8" sdo encontradas apenas na periferia das lesdes dos
pacientes TT. Em contraste as lesdes de pacientes TT, em lesfes de pacientes LL as
células CD8" estdo distribuidas por toda a lesdo e as células CD4" apresentam
preferencialmente  um fendtipo virgem enquanto as CD8" observadas sdo
predominantemente de fenotipo supressor. Deste modo, 0s autores propuseram que
essas células CD8" com fendtipo supressor estariam regulando negativamente a ativagao
dos macrdfagos e suprimindo a resposta imune mediada por células nesses pacientes
(59). Entretanto, os resultados das experiéncias realizadas por diferentes grupos nao
foram suficientes para a caracterizacdo de um linfdcito T supressor na hanseniase (68)

As diferencas entre o polo lepromatoso e polo tuberculdide em resposta ao M.
leprae também podem ser observadas através dos padrfes de citocinas produzidas por
esses pacientes. Clones isolados de lesdo de pacientes TT secretam preferencialmente
IFN-y, enquanto clones de linfocitos T CD4 isolados de lesdo de pacientes LL
produzem predominantemente IL-4 (69), além disso, clones de linfécitos T CD8
isolados de lesdo de pacientes LL produzem grande quantidade de IL-4 (70). Os
diferentes padrdes de resposta imune entre pacientes tuberculdides e lepromatosos
também foi investigado por Yamamura e colaboradores. Neste estudo os autores
utilizaram o paradigma T helper 1(Thl) e T helper 2 (Th2) para explicar os diferentes
perfis de resposta. Através da analise de expressao génica de citocinas a partir de RNA
mensageiro extraido de lesdes de pacientes, 0s autores observaram que a expressdo de
IL-2, linfotoxina alfa e IFN-y é aumentada em lesbes de pacientes tuberculdides e a
expressao de IL-4, IL-5 e IL-10 é predominante nas lesbes de pacientes lepromatosos
(71). Misra e colaboradores tambem demonstraram através da analise da expressdao
génica e producdo de citocinas em células mononucleares de sangue periférico que
pacientes tuberculdides apresentam um padrdo de resposta do tipo Thl, enquanto
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pacientes lepromatosos apresentam um padréo de resposta do tipo Th2 (72). Apesar dos
pacientes lepromatosos possuirem elevados niveis de anticorpos anti-PGL-1 contra
proteinas do M. leprae, a resposta humoral ndo confere protecdo por tratar-se de um

patdgeno intracelular (31).

1.10. Imunidade inata e adquirida na hanseniase

Durante a resposta imune inata, padrdes moleculares associados ao patégeno
presentes em muitos micro-organismos sdo reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento padrdo expressos pelas células do sistema imune no sitio de exposicao
inicial. Uma classe dos receptores de reconhecimento padrdo possui as lectinas do tipo
C dependentes de calcio que se ligam especificamente a moléculas de carboidrato
presentes nos patégenos e facilitam a internalizagdo para o processamento e
apresentacdo de antigenos. Uma segunda categoria dos receptores de reconhecimento
padrdo é formada pelos receptores do tipo toll. A ativacdo destes receptores pode
desencadear a liberagdo de produtos antimicrobianos, exercendo um ataque preliminar
ao patdgeno, assim como um aumento da expressdo de moléculas co-estimulatorias e de
producdo de citocinas ativando o sistema imune adaptativo. Uma terceira classe
importante de receptores para o combate as micobactérias sao 0s receptores do sistema
complemento (31).

As células dendriticas possuem um papel na modulacéo da resposta imune inata
ao M. leprae (73). A captura do M. leprae pelas células dendriticas e subsequente
producdo local de citocinas e quimiocinas pode regular a inflamacdo e manipular o
curso da imunidade mediada por células em uma resposta do tipo Thl ou Th2 ao M.
leprae. Células dendriticas demonstram ser eficientes apresentadoras de antigenos do M.
leprae. (74), (75). Fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com hanseniase
revelou que mondcitos e células dendriticas em lesdes de pacientes tuberculdides
expressam receptores do tipo toll 1 e 2 em maior quantidade do que em lesdes de
pacientes lepromatosos (76). Interessantemente, estudos in vitro revelaram que
lipoproteinas de M. leprae podem ativar mondcitos e células dendriticas derivadas de
monacitos através do receptor do tipo toll 2 (76). Sinsimer e col., demonstraram que o
M. leprae possui um papel ativo no controle da liberagcdo de citocinas dos mondcitos
através de sinais regulatorios positivos e negativos envolvendo PI3K, NF-kappaB, e

caspase-1 (77).
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Macrofagos sdo fagocitos altamente heterogéneos e podem ser classificados
segundo sua polarizagdo: M¢-1 ou M¢-2. Essa polarizacdo ocorre em resposta a
citocinas e/ou produtos microbianos. O perfil M¢-1 € classicamente induzido por
citocinas como IFN-y, TNF e GM-CSF ou ainda por estimulos microbianos, como o
lipopolissacarideo (LPS). Por outro lado, tem sido demonstrado que IL-4 e IL-13, além
de inibirem a ativacdo de M¢-1, sdo capazes de induzir a polarizagéo para M¢-2 (78).
Somente macréfagos polarizados para o perfil M¢-1 sdo capazes de secretar altos niveis
de mediadores pré-inflamatérios como IL-12, I1L-23, IL-1p, IL-18, IL-6 e TNF. Além
disso, esse mesmo perfil € responsavel por participar de respostas do tipo Thl. M¢-1
compartilham um perfil de mediadores pré-inflamatérios de células dendriticas
maduras. Por outro lado, M¢-2 sdo associados com a supressao da resposta Thl através
da secrecdo de IL-10. Adicionalmente, M¢-2 secretam niveis consideraveis de IL-8,
MCP-1, MIP-1B ¢ RANTES, o que sugere um potencial papel ativo dessas células em
recrutar e interagir com outros tipos celulares e participar na regulacdo da imunidade
celular. (79). As células T possuem um importante papel na resisténcia ao M. leprae,
como evidenciado pela abundante multiplicacdo do bacilo em patas de camundongos
timectomizados (27) e congenitamente atimicos (28). Pacientes LL ndo sao
imunocomprometidos e ndo s@o propensos a cancer ou a infec¢Ges oportunistas que
afligem pessoas com imunodeficencia. A anergia imunoldgica associada aos pacientes
LL é especifica aos antigenos do M. leprae (80).

A diferenciagdo de células T virgens em células efetoras e de memdria
representa uma etapa fundamental da resposta imune mediada por células. Descri¢oes
iniciais retratam os linfocitos T efetores como células encontradas em ambientes de
estimulacdo antigénica ativa capazes de eliminar microorganismos por diferentes
mecanismos efetores. Em contraste, linfocitos T de memoria sdo células que
permanecem presentes na auséncia de estimulacdo antigénica e tem a capacidade de se
expandir rapidamente apds uma segunda exposicdo ao antigeno (81). Sieling e
colaboradores (2006) demonstraram que a expressdo do antigeno leucocitario humano
(CLA) é regulada durante o curso da infeccdo pelo M. leprae sugerindo que a resposta
das células T aos antigenos micobacterianos direciona as células T antigeno-especificos

para o sitio da infeccéo (82).
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Baseando-se nesses dados, diversos tipos celulares podem estar envolvidos na
auséncia de resposta seletiva ao M. leprae pelos pacientes LL. Um fendtipo celular
interessante no contexto de modulagdo da resposta imune sdo as células T reguladoras
(Tregs) — que sdo caracterizadas pela expressdo da molécula CD25 e do fator de
transcricdo nuclear Foxp3. As Tregs CD4'CD25"" Foxp3* sdo heterogéneas e
consistem células distintas das Tregs de origem timica (83), (84) e também das Tregs
que podem ser induzidas nas populagdes de células virgens (85), (86), (87) ou células T
de memoria (88), (89), (90), (91) na periferia. Entretanto, essas subpopulacdes
necessitam de diferentes niveis de antigeno para a sua ativacao e podem apresentar uma
dependéncia distinta de citocinas para a sua expansdo e homeostasia (92). As células T
regs podem mediar a supressdo de células T CD4", CD8", linfcitos B e células do
sistema imune inato por varios mecanismos diferentes(93), regulam a resposta imune
por producdo de citocinas anti-inflamatorias, privacdo de citocinas, lise de células
efetoras, alteracGes metabdlicas na célula alvo e inibicdo da fungdo das células
dendriticas (93), (94). Como as ceélulas Tregs sdo dependentes da IL-2 para
sobrevivéncia e funcdo de supressdo e expressam altos niveis do receptor da IL-2
(CD25), elas competem com a célula efetora pela utilizacdo desta citocina, resultando
em apoptose dessas células por privacao de 1L-2 (95).

Stejic-Vukmanovic e colaboradores investigaram a cinética pela qual células T
CD4" Foxp3™ se acumulam e proliferam na pele durante uma resposta imune secundaria
in vivo em relacdo as células T de memaoria no mesmo sitio. Individuos previamente
imunizados com bacille Calmette-Guérin (BCG) foram desafiados na pele com proteina
derivada de tuberculina purificada (PPD). Os dados demonstraram que ap06s o desafio
com PPD, as células T CD4" de memoria e as CD4"Foxp3* aumentaram em paralelo
durante o curso da reagéo (88).

Palermo e colaboradores demonstraram que as T regs possuem um importante
papel na interacdo parasita hospedeiro na hanseniase. Neste trabalho, os autores
demonstraram que as Tregs estdo presentes em maior proporgao no sangue periférico e
em lesbes de pele de pacientes lepromatosos. Um aumento da expressao de IL-10 e
CTLA-4 também foi observado nesses individuos, sugerindo que as Tregs contribuem
para a multiplicacdo descontrolada do M. leprae nesses pacientes.

Dados da literatura também tem demonstrado o papel das células B produtoras
de IL-10 conhecidas como células B reguladoras (Bregs) na manutencdo do equilibrio
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necessario para a tolerancia. Diversos modelos de doencas tém demonstrado que as
células Bregs impedem a inflamacéo através da expansao de células T reguladoras (96).
Além disso, um estudo recente demonstrou que as Bregs suprimem potencialmente a
resposta das celulas T antigeno especificas e direcionam a resposta humoral para a

producéo de 1gG4 que possui propriedades anti-inflamatérias (97).

1.11. Papel do IFN-y e da IL-10 na modulagdo da resposta imune de individuos
infectados pelo M. leprae.

Uma ampla variedade de células da resposta imune inata e adquirida podem
produzir IFN-y. Sua produgdo é controlada por citocinas secretadas pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), principalmente por IL-12 e 1L-18. IL-12 promove
a secrecao de IFN-y pelas células natural killer (NK) e a combinacéo de IL-12 e IL-18
aumenta a produgéo de IFN-y por células NK e células T (98). Além disso, IFN-y possui
amplas funcBes bioldgicas. E o principal produto das células com fendtipo Thi,
promove atividade citotoxica diretamente, junto com a IL-12 e IL-27 e participa na
diferenciacdo de células T CD4" virgens para o fenétipo Thl (99). O IFN-y também
regula a expressao de MHC de classe | e de classe Il e a apresentacdo de antigenos,
influencia no ciclo celular, crescimento e apoptose, no trafego de leucdécitos e interacao
dos leucdcitos com as celulas epiteliais aumentando a expressdo de indmeros
quimioatraentes e moléculas de adesdo, influencia na troca de isotipo dos anticorpos
produzidos pelas células B e também possui um papel regulador inibindo o
desenvolvimento de células CD4" do tipo Th 2 (100) IFN-y é uma citocina chave na
ponte entre a resposta imune inata e adquirida do sistema imune.

Os pacientes lepromatosos apresentam uma baixa capacidade de produzir IFN-y em
resposta a0 M. leprae e, consequentemente, apresentam uma baixa resposta imune
celular, possibilitando a lenta replicacéo e disseminagéo do bacilo (101), (102). O IFN-y
é considerado uma molécula chave na resposta protetora contra o M. leprae ndo s6 em
pacientes como em contatos domiciliares (103), (104) e pode ser visto nas formas
intermediarias da doenca. Kaplan e colaboradores demonstraram que administracao
intradérmica a longo e curto prazo de IFN-y resultou em um aumento do fluxo de
células mononucleares e razdo CD4/CD8 nas lesdes de pele de pacientes, mas nédo
reverteu a auséncia de resposta dos leucdcitos circulantes ao M. leprae (105). O efeito
imunoestimulador do IFN-y foi também observado em um estudo realizado por
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Sampaio e colaboradores, onde os autores realizaram ensaios clinicos utilizando
inoculagdo de IFN-y em lesdoes de pacientes multibacilares e puderam observar um
aumento na atividade microbicida dos macréfagos presentes nas lesbes inoculadas
(106). A geracdo de IFN- y pelo hospedeiro ¢ essencial para a imunidade protetora
contra micobactérias. Individuos com deficiéncia na cadeia do receptor do IFN- y sdo
mais susceptiveis a infeccdo por micobactérias (107).

Em humanos a IL10 é produzida principalmente por mondcitos, células T
(principalmente as células T reguladoras e células com perfil Th2), células B,
macrofagos e células dendriticas (108). Sua funcéo primaria € limitar a producédo de
citocinas e quimiocinas induzidas por ligantes de receptores do tipo toll (principalmente
LPS) em macréfagos e células dendriticas. A IL-10 afeta diretamente a funcdo dos
macrofagos/mondcitos atraves da regulacdo negativa da expressdo da molécula de
superficie MHC e das moléculas co-estimulatorias CD80/CD86 nessas celulas (109)
Além disso, a IL-10 aumenta a sobrevivéncia das células B em humanos, bem como a
sua proliferacdo, diferenciacéo e troca de isotipo (110). A IL-10 promove a proliferacdo
de linfécitos B alterando o ambiente das células T helper, suprimindo a inflamacéo e a
atividade dos macrdfagos por inibir a produgdo de IFN-y, 1L-2, IL-12, IL-18 e o fator
tumoral de necrose alfa (TNF-a) e outras citocinas (111), (112). A IL-10 também esta
associada ao aumento da expressdao de IDO e CD163 no macréfago de pacientes
lepromatosos, em um sistema que favorece o bacilo (mecanismo de escape). (113).

Anderson e colaboradores demonstraram que células CD4*CD25-Foxp3- do
perfil T helper 1 s&o a principal fonte de IL10 que suprime a resposta imune na
leishmaniose cutanea crénica (114). Na infec¢do por Toxoplasma gondii, um parasita
intracelular, células T CD4" produtoras de IFN-y e IL-10 parecem ter um papel central
na regulagdo do sistema imune, resolucdo da infecgdo e, finalmente na sobrevivéncia do
hospedeiro onde a principal fonte de IL-10 era proveniente de células Thl. Neste
modelo de infeccdo, células Thl especificas para Toxoplasma gondii passaram a
expressar IL-10 apds restimulagdo in vitro e apés um tempo prolongado de cultura as
células retornaram ao fendtipo anterior passando a ndo produzir mais esta citocina,
sugerindo que a expressao de IL-10 por uma célula Thl é induzida em resposta a
infeccdo do hospedeiro (115). Estes dados indicam um papel regulador importante da

IL-10 sobre a funcdo efetora promovida pelo IFN-y e esta condigdo poderia estar
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contribuindo para a supressdo da resposta imune patdgeno-especifica observada em

individuos infectados pelo M. leprae.

1.12. Contatos de pacientes com hanseniase multibacilar e seu risco de
adoecimento

A identificacdo de individuos com risco de desenvolver a hanseniase e seu
diagnostico precoce é crucial para o controle efetivo da doenca. As principais
caracteristicas que facilitam o surgimento da doenca entre individuos saudaveis séo a
consanguinidade e proximidade com um paciente de hanseniase e a carga bacilar deste
paciente, pois a exposicdo frequente e prolongada ao M. leprae é o maior determinante
para 0 adoecimento (6). Os contatos de pacientes multibacilares constituem a
populacdo com maior risco de adoecer. O risco de adoecimento dos contatos
domiciliares de pacientes multibacilares é de 8 a 10 vezes, enquanto para 0s contatos
domiciliares de pacientes paucibacilares é de 2 a 4 vezes quando comparados a
individuos sadios nao expostos ao M. leprae (116). Em 1991, Sampaio e colaboradores
demonstraram que a perda de resposta imune ao M. leprae entre pessoas expostas pode

ser preditivo de susceptibilidade (103).

Em adicdo ao tratamento com a PQT, o programa de controle da hanseniase no
Brasil recomenda o exame clinico e, a partir de 1992, a vacinagdo intra-dermica com
Bacilo de Calmett Guérin (BCG) nos contatos de pacientes que sdo considerados o
grupo com maior risco de desenvolver a doenca (39) . Em 2004 Cunha e colaboradores
demonstraram que a vacinagdo com BCG conferiu cerca de 70% de protecdo contra a
hanseniase, na vacinacdo neonatal, principalmente para a forma MB. Ja em grupos de
riscos (contatos), a vacinagdo com BCG conferiu cerca de 50% de protecgéo, sendo esta
protecdo aumentada em 25% com a repeticdo da vacina (117). Sarno e colaboradores
tambeém demonstraram que vacinagdo e a revacinagdo com BCG possui um papel
protetor entre os contatos intradomiciliares. Entretanto, as principais conclusdes do
estudo apontam para uma necessidade urgente de estratégias adicionais de controle da
hanseniase em &reas com alta incidéncia da doenca (118). A aplicacdo da vacina BCG
depende da historia vacinal de cada individuo. Se no momento do exame clinico o
contato ndo apresentar cicatriz de BCG recomenda-se tomar uma dose da vacina; se o

contato apresentar uma Unica cicatriz de BCG, é recomendado que o contato seja
24



vacinado com mais uma dose e se 0 contato apresentar duas cicatrizes de BCG,
nenhuma dose é prescrita (119). Estudos tém demonstrado que uma vez tendo recebido
a vacinacdo com BCG (a primeira ou a segunda dose) e o caso-indice € tratado, o risco
de se contrair a hanseniase diminui (120).

A vigilancia epidemioldgica dos contatos € um componente altamente eficiente
no controle da hanseniase. A busca ativa de novos casos é fundamental para a deteccdo
precoce e a0 mesmo tempo interromper a cadeia de transmissdo ajudando a prevenir as
incapacidades decorrentes de doenca nao tratada. (121). Hacker e colaboradores
demonstraram que casos diagnosticados por vigilancia de contatos foram detectados no
inicio da progressdo da doenca, resultando em apresentacfes clinicas menos graves,
niveis mais baixos de incapacidades fisicas, indices bacterianos iniciais e finais menores
e uma menor prevaléncia de reacdo a doenca. A este respeito, a vigilancia de contatos
provou ser uma estratégia eficaz de prevencdo terciaria, indicando que a vigilancia ativa
é especialmente importante em areas de alta endemicidade como o Brasil (122). Através
de andlise de dados multinivel que permitiu a observacéo dos efeitos das varidveis no
grupo dos pacientes e dos contatos simultaneamente, Sales e colaboradores
identificaram os principais fatores de risco para o adoecimento. Os autores observaram
que o principal fator de risco entre os casos de contatos incidentes foi a proximidade
com o caso indice e entre as caracteristicas do caso indice, a carga bacilar do caso indice
foi o principal fator de risco associado ao desenvolvimento da hanseniase entre 0s
contatos (6). O maior risco de adoecimento entre os individuos que possuem uma
relacdo muito préxima com o caso indice também foi relatado por outros autores (123).
A cicatriz de BCG e a aplicacdo da vacina ap6s o diagnéstico do caso indice contribuiu
para a protecdo. Além disso, 0s autores observaram que a vacina aplicada na infancia se
mostrou protetora contra a hanseniase em 72% de todos 0s casos coprevalentes e em
55% dos casos incidentes. Durante o estudo, a taxa de protecdo conferida para a vacina
aplicada apos o diagnostico do caso indice foi de 56% (6).

O exame de contatos combinado com a sorologia para PGL-I e a vacinagdo com
BCG permanecem como importantes estratégias para o controle da hanseniase. Duppre
e colaboradores avaliaram o impacto da soropositividade ao PGL-I no efeito protetor da
vacinacdo com BCG entre os contatos de pacientes com hanseniase. A constatacdo de
que os indices de casos de hanseniase foram maiores entre 0s contatos Soropositivos
justifica as estratégias de acompanhamento voltadas para este grupo especifico. Além
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disso, recomenda-se que 0s contatos com sorologia positiva para PGL-I e 0s contatos
com um familiar com elevado indice bacterioldgico, independentemente da resposta
soroldgica, devem ser monitorizados. Estes contatos podem ser considerados como um
grupo alvo para a quimioprofilaxia (120).

Martins e colaboradores utilizaram peptideos M. leprae especificos como
ferramenta para a definicdo da magnitude de transmissdo do M. leprae em areas
endémicas para a hanseniase. Nesse estudo os autores avaliaram a producéo de IFN-y
por células mononucleares de sangue periférico de individuos com diferentes historicos
de exposicdo ao M. leprae estimuladas com M. leprae sonicado e com peptideos M.
leprae especificos. Uma correlagdo entre os grupos de individuos saudaveis em relacdo
a producdo de IFN-y e o grau de exposi¢do ao M. leprae demonstra que em areas de alta
prevaléncia, a exposi¢do ao M.leprae é independente de um histérico de contato prévio
com um paciente de hanseniase, pois, enquanto os niveis de IFN-y foram zero ou
préximos a zero em individuos residentes em areas com baixa/média prevaléncia para a
hanseniase em individuos sadios residentes em area de alta prevaléncia de Fortaleza os
niveis foram comparados aos observados nos contatos de pacientes com hanseniase.
Como pode ser observado na Figura 1.9, um pico na producdo de IFN-y em resposta
aos peptideos M. leprae especificos foi observado no grupo de contatos de pacientes
paucibacilares. Estes niveis caem em contatos de pacientes multibacilares que
apresentam maior exposi¢do ao M. leprae, e diminuem mais ainda nos pacientes com
hanseniase. A relativa baixa de resposta dos contatos de pacientes com hanseniase
multibacilar em comparagdo com os contatos de hanseniase paucibacilar sugere que a
evolugdo da infecgdo latente para doenca ativa estd intimamente relacionada com a
progressiva reducdo na producéo de IFN-y patogeno especifico e em paralelo com um

aumento da carga bacilar nesses individuos (51) (Figura 1.9.).
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Figura 1.9. Modelo da modulacéo negativa da producéo de IFN-y pelo M. leprae durante infeccao
assintomatica e doenca ativa. NECBRAZIL= individuos de &rea ndo endémica, EC LOW= controles de
area endémica (baixa prevaléncia), EC HIGH=(controles de &rea endémica (média prevaléncia),
HCPB=contatos domiciliares de pacientes paucibacilares, HCMB= Contatos domiciliares de pacientes
multibacilares, PB= pacientes paucibacilares, MB=pacientes multibacilares Adaptado de Martins e
colaboradores, 2012 (51).

Baseando-se nas informacGes mencionadas acima, contatos de pacientes
multibacilares, devido a sua maior exposicdo ao M. leprae e maior risco de
adoecimento, representam um grupo com grande importancia para o estudo dos
mecanismos envolvidos na modulacdo negativa da resposta imune celular antigeno
especifica na infeccdo pelo M. leprae. Entender os mecanismos envolvidos na
modulacdo da resposta ao M. leprae durante a infeccdo latente tém relevancia potencial
para uso no desenvolvimento de um teste diagndstico precoce ou vacina para a

hanseniase.

27



2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Compreender os mecanismos de modulacdo negativa da resposta imune celular M.
leprae especifica em individuos sadios com alta exposi¢do ao M. leprae e em individuos
com hanseniase multibacilar.

Objetivos especificos:
1) Analisar, através de um estudo prospectivo, alteracfes na resposta imune celular
M. leprae especifica em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
multibacilar no inicio e durante o tratamento do caso indice avaliando os

seguintes parametros:

- A frequéncia de células T CD4" e CD8" virgens, de memoria central e de memoéria
efetora, respondedoras aos antigenos mencionados;

- A frequéncia de células T CD4" e CD8" virgens, de memoria central e de memoéria
efetora, respondedoras aos antigenos mencionados, produtoras de IFN-y e/ou IL-10;

- O perfil de citocinas e quimiocinas secretadas pelas CMS em resposta ao M. leprae,
conjunto de peptideos nondmeros e pentadecameros especificos do M. leprae.
2) Comparar os niveis de anticorpos anti-PGL-1 nos contatos domiciliares no inicio e ao

longo do tratamento do caso indice;

3) Isolar e determinar a frequéncia de células T CD4" e CD8" produtoras de IFN-y e/ou
IL-10 presentes em lesdes de pele de pacientes multibacilares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecéo dos individuos e Permisséo ética

Os contatos domiciliares de pacientes multibacilares foram recrutados no Ambulatério
Souza Araljo — FIOCRUZ-RJ préximo ao diagnostico (até 3 meses) e ao final do
tratamento do caso-indice. Todos 0s contatos passam pelos exames de rotina
(dermatoldgico, neurolégico e/ou avaliacdo fisioterapica) e fazem sorologia para PGL-1
(ML Dipstick). Os contatos com sorologia anti-PGL-1 negativa sdo submetidos ainda a
eletroneuromiografia (quando houver mancha suspeita), coleta de linfa cutanea dos dois
I6bulos e, coleta de raspado de mucosa nasal para fins diagnésticos. Nos contatos com
sorologia anti-PGL-1 positiva, além dos testes descritos acima, sdo realizados o teste de
Mitsuda e o Laser Doppler, independente da suspei¢do da hanseniase. Todos os contatos
recebem a vacina BCG-ID, conforme recomendacdo do Ministério da Saude. Até o
momento foram examinados em torno de 7.500 contatos dos pacientes registrados no
servico. Fragmentos de lesdes de pele de pacientes com hanseniase ndo tratados foram
coletadas no Ambulatério Souza Aradjo — FIOCRUZ-RJ. Cada paciente foi avaliado
através de exame clinico e dermatoldgico, do indice bacteriolégico (IB) e foram
categorizados de acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling (1963), e receberam a
poliquimioterapia recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apés a
coleta da amostra. Individuos menores de 18 anos ou acima de 65 anos, individuos
sabidamente HIV" e portadores de doencas cronicas ou agudas ndo relacionadas a
hanseniase foram excluidos do trabalho. Todos os individuos incluidos neste estudo
foram examinados quanto aos sintomas clinicos da hanseniase e para a presenca de
cicatriz da vacinacdo com BCG. Todos os individuos recrutados foram esclarecidos e
aqueles que livremente aceitaram participar do estudo, assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FIOCRUZ (protocolo n°® 633/11). Para a protecdo e bem estar dos
individuos incluidos neste estudo, ndo foi divulgado o nome de nenhum dos

participantes.
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3.2 Estimulos
Os seguintes estimulos foram utilizados neste trabalho:

¢ Enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB)- Sigma, EUA, Cat: S4881, 1
mg/mL.

¢ Sonicado total de M. leprae irradiado isolado de tatu de nove bandas (Dasypus
novemcintus) Este material foi fornecido pelo NIH/NIAID ‘‘Leprosy Research
Support’” Contrato NO1 AI-25469 da Universidade do Colorado (estes reagentes estdo
agora disponiveis através do convénio Biodefesa e fontes repositdrias de infecgdes
emergentes listado em:

(http://www.beiresources.org/ TBVTRMResearchMaterials/tabid/1431/Default.aspx).

¢ Peptideos sintetizados a partir de sequencias s especificas do M. leprae de 9 ou 15
aminoéacidos, cedidos pelo Dr. Patrick Brennan, da Universidade do Colorado, EUA —
Img/mL. A anélise do genoma in silico permitiu a identificacdo de genes e proteinas
especificas do M. leprae. Algoritmos foram, entdo, aplicados para a identificacdo de
regides ligantes de HLA para essas sequéncias proteicas especificas. As regides ou
epitopos escolhidos foram selecionados por se ligarem a MHC de classe | ou de classe
Il gerando peptideos sintéticos de 9 e 15 aminoacidos, respectivamente. Dezessete
peptideos foram selecionados para esse estudo do painel original de 58 peptideos
especificos do M. leprae. Esses peptideos foram previamente testados quanto a indugédo
de IFN-y em CMS de pacientes com hanseniase e seus contatos e controles de areas
endémicas e ndo endémicas para a hanseniase (124). A tabela 1 mostra os peptideos

utilizados e suas respectivas sequéncias de aminoacidos.
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Tabela 3. 1. Peptideos especificos sintéticos derivados da sequéncia do genoma do M. leprae.

Peptideos Sequéncias
p52 QLLGQTADV
Conjunto de peptideos p61 LILGLLPAI
apresentados via MHC D68 LLEEGVIVL
de classe I (P.C.1) 569 RLDGTTLEV
p38 TRLLTVVVKQRSKAF
p51 AAALEQLLGQTADVA
p56 FDEYRAMFALSAMDL
p59 MLILGLLPAILPACG
P65 EAVLLRLDGTTLEVE
p67 SGRVTYLNPVGVKWM
Conjunto de peptideos p70 MQEYRGLTSHTPCCR
apresentados via MHC p7l LDIYTTLARDMAAIP
de classe 11 (P.C.11) p73 DAEWLKLTSLGLRPR
p85 NYEVSPIFARWPRNR
p8s DDIWRTLASAVITGN
po1 LATVQYDDRRRFTKE
p92 LQAYSNLFGRTSAMQ

3.3. Separacao e obtencéo de células mononucleares de sangue periférico (CMS).

Apds prévio consentimento, amostras de sangue periférico foram coletadas em
tubos heparinizados e entdo processadas, separadamente, para obtencdo das CMS. A
cada experimento, o sangue coletado foi diluido numa proporg¢do 1:1 em solucéo salina
balanceada PBS (Gibco®- Invitrogen Corporation, Carlabad, CA, EUA) e centrifugado a
900 xg sobre gradiente de densidade Ficoll-Paque™ Plus(GE Healthcare Bio-Sciences)
por 30 minutos a temperatura ambiente. O anel contendo as CMS, que se encontra na
interface Ficol-Paque/plasma, foi cuidadosamente coletado com auxilio de pipeta e
lavado com PBS a 300 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 10 mL de PBS gelado as células havendo, entdo, uma nova centrifugacéo a
500 xg durante 10 minutos a 4 °C. Esse processo foi repetido e as células foram
ressuspensas em 5 mL de meio AIMV estéril (Invitrogen, Grand Island, NY,USA). A
determinacdo de ceélulas viaveis foi realizada pelo método de exclusdo por meio de
coloracdo pelo azul Tripan (corante vital) e avaliada em camara de Neubauer para

estimativa da concentracdo de células viaveis. A manipulacdo do sangue dos individuos
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incluidos neste estudo foi realizada em camara de fluxo laminar respeitando as normas

de precaucdes para manipulacao de material biolégico.

3.4. Ensaios de estimulagao in vitro

As CMS foram ajustadas para a concentracéo de 1x10° por poco em placa de 96
pocos fundo U estéril (BD-Bioscience, San José, CA). Foram adicionados em cada poco
a ser estimulado 1 pg/mL CD28 e CD49d (BD Pharmingen, USA). Em seguida, as
células foram estimuladas com enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB) a
lug/mL ou M. leprae sonicado proveniente de tatu (20pug/mL) ou com um conjunto de
peptideos especificos do M. leprae (10ug/mL) e mantidas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO, por 6 horas, sendo a ultima hora de cultura na presenca de brefeldina A (Protein
transport inhibitor, BD GolgiPlug™, USA). Apds o término da cultura, as placas foram
mantidas na geladeira a 4°C para marcacdo com anticorpos no dia seguinte.
Paralelamente células na concentracdo de 2x10° por poco em duplicata, estimuladas
com SEB, M. leprae e peptideos na mesma concentracdo utilizada para a cultura de seis
horas foram mantidas também a 37°C em atmosfera de 5% de CO, durante cinco dias
para dosagem de citocinas nos sobrenadantes. Apds os cinco dias de cultura, os
sobrenadantes foram coletados e estocados em freezer a -20°C até o momento da
dosagem das citocinas.

3.5. Obtencao de linfacitos provenientes de fragmentos de pele obtidos por bidpsia:

Apobs o diagnostico do paciente com a forma BL da hanseniase, um fragmento
de pele foi coletado através de bidpsia. Em seguida, esse fragmento de pele foi colocado
em meio RPMI (Gibco® - Invitrogen Corporation, Carlshad, CA, USA), em gelo Umido. Apos
um breve periodo, a derme e a epiderme foram separadas mecanicamente, com o auxilio
de um bisturi, e a derme fragmentada em por¢6es menores para facilitar a acdo das
enzimas na presenca de uma solucdo de dispase a 4 mg/mL e colagenase a 0,5mg/mL
(Roche Apllied Science, Indindpolis, IN,USA) e soro fetal bovino (SFB) 10% (Hyclone,
UT,USA) em RPMI 1640 (método adaptado de Moura e col., 2007). Em seguida, a
solugdo com os fragmentos da derme foram colocados em uma cubeta de teflon, e
mantidos em estufa a 37°C com 5% de atmosfera de CO;, “overnight”. Apos esse
periodo, as células foram lavadas com meio RPMI 1640 por trés vezes utilizando a
centrifugacdo por 500 xg durante 10 minutos sob-refrigeracdo. Apos as lavagens, as
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células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 e foram contadas por exclusdo em azul
de tripan. Em seguida foi realizada a analise de marcadores de superficie e citocinas
intracelulares por citometria de fluxo (descrito no item 3.7).

3.6. Processamento de rotina e coloragdes de fragmentos de pele obtidos por
bidpsia

A biopsia de pele foi realizada sobre lesdo tipica (escolhida no exame clinico). O
fragmento de pele obtido pela bidpsia foi entdo fixado em formol tamponado a 10% e
incluida em parafina, apos desidratacdo e clarificacdo. Cortes seriados, cortados em
micrétomo, com Spum de espessura foram corados pelo método de Hematoxilina e
Eosina, para avaliacdo geral das camadas de pele e pelo método de Wade para pesquisa
de bacilos alcool-4cido-resistentes no infiltrado inflamatério, filetes nervosos e na
parede vascular. As laminas foram analisadas de forma descritiva em microscépio 6tico

e 0s aspectos considerados relevantes foram registrados em microfotografias.

3.7. Andlise de marcadores de superficie e citocinas intracelulares por citometria
de fluxo

A placa com a cultura de 6 horas das CMS com os diferentes estimulos como
descrito no item 3.4 foi centrifugada durante 5 minutos, a 4° C, 600G e freio baixo. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram ressuspendidos com 150 pL de
PBS gelado. A placa foi centrifugada novamente durante 5 minutos, a 4° C, 600G, freio
baixo e 0 sobrenadante mais uma vez foi descartado. Os pocos foram ressuspendidos
com 150 uL de PBS contendo 0,02% de EDTA e o sobrenadante foi misturado
cuidadosamente no vortex por um minuto e a placa entdo foi mantida a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apos esse periodo, a placa foi novamente centrifugada e o
sobrenadante descartado por duas vezes e entdo, as células foram coradas com kit
violeta para distin¢do de células mortas fixadas (Invitogen catalogo: 536847) de acordo
com as instrucdes do fabricante e foram incubadas durante 30 minutos a 4° C protegida
da luz. Apos o periodo de incubagdo, a placa foi novamente centrifugada e o
sobrenadante descartado por duas vezes. As células foram entdo marcadas com o0s
anticorpos de superficie CD3-v500 (Biolegend), CD4-PercP (Bioegend), CD8-Alexa
700 (Biolegend), CD69-APCCy-7 (Biolegend), CD45RO-PE/Cy-7 (Biolegend), CD62-

L-FITC (Biolegend) e seus respectivos controle de isotipo. Apds 30 minutos de
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incubacdo a 4°C, os pocos foram lavados com 150 uL de PBS 0,1% de azida sddica e
1% SFB. Em seguida os pogos foram ressuspensos com 1% de paraformaldeido e a
placa foi incubada durante 30 minutos a 4°C protegida da luz. Apés esse periodo a placa
foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado por duas. Em seguida, os pocos foram
ressuspensos com 200 uL de tampdo de permeabilizacdo-PERM2 (BD Biosciences)
diluido 1 vez em &gua miliQ. A placa foi passada no vortex cuidadosamente durante 1
minuto e incubada a temperatura ambiente, protegida da luz durante 10 minutos. Apds
esse periodo, 0s pogos foram lavados por mais duas vezes com 150 uL de PBS 0,1% de
azida sodica e 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). Em seguida as células foram
marcadas com os anticorpos intracelulares IFN-y-PE (Biolegend) e IL-10-APC
(Biolegend) e seus respectivos controles de isotipo (biolegend) durante 30 minutos a 4°
C e protegida da luz. Apos esse periodo de incubacdo os pogos foram lavados duas
vezes com 150uL de PBS com 0,1% de azida, em seguida foram ressuspensos com 200
pL de paraformaldeido 1% e as células foram transferidas para tubos de citometria para
posterior leitura em citometro de fluxo FACSAria (BD Biosciences). As porcentagens
das células com os fen6tipos virgens, de memoria central, de memdria efetora, IFN-y* e
IL-10" CD69" foram calculadas utilizando o nimero de células de cada fenotipo em
relagdo ao numero total de células CD4" e CD8". As porcentagens obtidas em cada
estimulo utilizado foram descontadas do controle ndo estimulado. As analises de
citometria de Fluxo foram realizadas no programa Flowjo versdo 7.5. Em anexo, séo

apresentadas as analises contendo o controle isotipico.

3.8. Dosagem de citocinas por sistema multiplex

Os sobrenadantes das culturas dos ensaios de estimulagdo in vitro foram
aliquotados e estocados a -20° C até 0 momento da analise. Quatorze citocinas (IL-1p,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-0, G-CSF,
GM-CSF,) e trés quimiocinas (MCP-1, IL-8, MIP-1pB) foram avaliadas usando o kit
(Bio-Plex Pro Human Cytokine 17-plex Assay, Bio-Rad, EUA) que contem
microesferas fluorescentes conjugadas a anticorpos monoclonais especificos para cada
citocina ou quimiocina alvo. As placas de 96-pocos com filtro (componentes do kit)
foram pré-umedecidas com 150 pL do “tampao de amostra”, sendo a solugdo em
seguida aspirada utilizando o sistema de succdo a vécuo (Millipore Corporation,
Billerica, EUA). Concluida a etapa inicial, 50 puL das microesferas revestidas com
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anticorpos monoclonais contra os 17 alvos analisados foram adicionados aos pocos e
em seguida a placa foi lavada com “tampao de lavagem”, aspirada a vacuo, ¢ entdo, 50
puL das amostras das curvas padrfes de cada citocina e quimiocina avaliadas para
elaboracdo das respectivas curvas e dos sobrenadantes de cultura foram adicionados aos
pocos correspondentes da placa, que foi entdo incubada protegida da luz, sob leve
agitacdo por duas horas. Apds nova lavagem com o sistema de sucgdo a vacuo foram
adicionados 25 pL de anticorpo de deteccdo em cada pogo, diluidos conforme
orientacdo do fabricante e a placa foi incubada protegida da luz sob leve agitacdo. Por
fim, a placa foi incubada sob leve agitagdo com 50 pL por pogo de Streptoavidina
conjugada a ficoeritrina (PE), por 10 minutos protegida da luz. Ap6s nova lavagem e
aspiracdo foram adicionados 125 pL do “tampdo de amostra” em cada pogo, para
analise em leitor de Luminex (Bio-Plex Workstation from Bio-Rad Laboratories, Inc).
As concentracOes de cada parametro analisado nas amostras foram estimadas a partir da
curva padrdo, utilizando o Bio-Plex Mananger software (Bio-Rad Laboratories). Os

niveis das citocinas foram expressos em picograma por mililitro (pg/mL).

3.9. Obtencéao de soro

Amostras de sangue periférico dos individuos incluidos no estudo foram
coletadas em tubos vacuntainer sem heparina, incubadas a temperatura ambiente e entéo
processadas para obtencdo do soro. Para tal, o sangue foi centrifugado a 900 xg, sem
freio, sob-refrigeragdo durante 10 minutos. O soro obtido foi aliquotado e estocado a -
20°C para utilizagdo em testes.

3.10. Quantificacdo de IgM anti-glicolipideo fenolico I (PGL-1)

Em uma microplaca de 96 pocos com fundo chato foi feita a adsor¢édo do D-BSA
(antigeno), o qual estava a 0,25 pg/mL em cada pogo (1:4000 partindo de estoque a
Img/ml). Foram adicionados 50 uL/pogo do antigeno previamente diluido em tampao
carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9,5, incubando-se a microplaca na geladeira por no
minimo 24 horas. Ao término da incubacdo, os pocos foram lavados 3 vezes com 200
uL de tampao PBS-tween 20 a 0,3% (PBS/T) e entdo bloqueados com BSA 3% em
TBS/T por 1 hora a 37°C. Os pogos foram novamente lavados 3 vezes com 200 uL de
TBS/T. Adicionou-se 50 pL de soro diluido 1:200 em BSA 1%., incubando-se a 37°C
por 1 hora. Ap6s nova lavagem dos pocos com PBS/T, o conjugado anti-IgM (Sigma),

35



previamente diluido 5000 vezes (1:5000) em solugdo PBS-T com 1 % de BSA. Apos
incubacédo a 37°C por 1 hora, 0os pogos foram lavados 4 vezes com PBS/T, adicionando-
se 100 pL do substrato TMB (Sigma). A reacdo foi parada com 50 pL de acido
sulfurico a 2,5 N e a intensidade da coloracdo determinada através de leitura a 450 nm

em leitor de microplacas

3.11. Analise dos dados
Os gréaficos foram feitos utilizando o software GraphPad Prism 5 e o teste de
Wilcoxon pareado ndo paramétrico foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Os

valores de p menores do 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados epidemioldgicos dos contatos domiciliares de pacientes multibacilares

incluidos no estudo.

Os contatos domiciliares foram recrutados com uma media de 1,6 £ 0,7 meses
do inicio do tratamento do caso indice (tempo designado de T0). Numa etapa posterior
do estudo, apdés um periodo médio de 9 + 2,8 meses do inicio do tratamento
poliquimioterapico do caso indice, estes mesmos individuos foram convidados a ceder
nova amostra de sangue periférico (tempo designado de T1). Onde o padrdo da
resposta imune antigeno-especifica destes individuos foi analisado nestes dois
diferentes momentos (TO e T1). Ao longo do estudo recrutamos dezessete contatos
domiciliares, entretanto apenas nove destes (53%) retornaram no segundo momento
estabelecido. O grupo de nove individuos recrutados nos dois diferentes tempos de
exposicdo ao bacilo foi composto por dois homens e sete mulheres com idades entre
19 e 63 anos. Na Tabela 4.1. é possivel observar o historico de vacinacdo com a BCG
e dados epidemioldgicos dos individuos incluidos no estudo, bem como algumas

informacdes sobre o diagnéstico do caso indice.

37



Tabela 4.1. Dados epidemioldgicos dos contatos domiciliares de pacientes multibacilares incluidos no estudo.

Contatos Cicatrizde | Vacinacdo | Anticorpos | Relacdo de Tempo de InformacGes sobre o caso | Analise do Andlise da
domiciliares | BCGem TO | com BCG IgM anti- parentesco | convivéncia indice fendtipo secrecdo de
/n° de em TO PGL-I comocaso | com o caso Forma TO T1 funcional citocinas por
cicatrizes (D.0) indice indice clinica/ dos CMS
IB linfécitos
T

C1 sim/1 Sim Negativo 1 46 anos LL/48 1més | 12 sim sim
(0,125) meses

C2 sim/1 Sim Negativo 2 6 anos BL/0,7 |1més |14 nao sim
(0,218) meses

C3 sim/1 Sim Positivo 2 28 anos LL/47 |2 12 néo sim
(0,409) meses | meses

C4 ndo /0 Sim Negativo 2 2 anos BL/25 |1més |7 sim sim
(0,169) meses

C5 sim /1 Sim Positivo 1 5 anos BL/3 2 8 sim sim
(0,675) meses | meses

C6 sim/2 Né&o Negativo 1 19 anos BL/35 |2 8 sim sim
(0,212) meses | meses

c7 ndo/0 Sim Positivo 2 18 anos BL/35 |2 8 sim sim
(0,306) meses | meses

C8 ndo/0 Sim Negativo 2 38 anos LL/5 1més |7 sim sim
(0,055) meses

C9 sim/2 Né&o Negativo 3 20 anos LL/5 1més |7 sim* sim
(0,141) meses

Cada contato domiciliar foi identificado com a letra C seguido de seu nimero.

Relacdo de parentesco com o caso indice: 1- Pai, mae, filho e irméo; 2- Conjuge; 3- enteado, cunhado, amigo.

LL, Lepromatoso Lepromatoso; BL, Borderline Lepromatoso; IB, indice baciloscopico. CMS, Células mononucleares sanguineas.

TO - meses apds o inicio do tratamento do caso indice quando o contato domiciliar foi recrutado pela primeira vez; T1- meses apos o inicio do tratamento do caso indice
quando o contato domiciliar foi recrutado pela segunda vez.

* N&o foi possivel determinar as frequéncias das subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8" virgens, de memoria central e de memoria efetora.
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4.2. Deteccéo de anticorpos IgM anti-PGL-I no soro de contatos domiciliares de

pacientes multibacilares antes e apds o tratamento do caso indice.

Na Figura 4.1 podemos observar os niveis de anticorpos IgM anti PGL-I
presentes no soro de contatos domiciliares de pacientes multibacilares nos tempos TO e
T1. Assumindo como ponto de corte de positividade 0,25, os contatos domiciliares 3, 5,
e 7 apresentaram sorologia positiva para anticorpos IgM anti PGL-1 em TO e
permaneceram positivos em T1 (Figura 4.1 A). Na Figura 4.1. B podemos acompanhar
0 comportamento em cada individuo dos niveis de anticorpos IgM anti-PGL-I nos dois
diferentes tempos avaliados. No geral ndo houve diferenca nas densidades Opticas
(D.O.) entre TO e T1, com excecdo de um contato domiciliar que apresentou um leve

aumento da D.O. em T1.

A) PGL-I (IgM) B) PGL-I (IgM)
1.0 1.01
0.8 __ 0.81
T £
S 0.6 * * S 0.6 * *
3 * g /
0.4- . o 041
=5 - - B
R — ¢ A p— (kg 0.2- '=é‘
- * .
d * 0.0 hd r
0.0 'r'o T'1 TO T

Figura 4.1. Presenga de anticorpos IgM anti PGL-I. A) Detec¢éo de anticorpos IgM no soro dos
contatos domiciliares de pacientes multibacilares (n = 9) incluidos no estudo ao inicio do tratamento do
caso indice (TO), ao final do tratamento do caso indice (T1). Cada circulo representa um individuo
testado. A mediana é representada pela linha vermelha e a linha tracejada representa o ponto de corte de
positividade do teste. B) Comportamento individual da deteccdo de anticorpos IgM anti PGL-I em TO e
T1 dos contatos analisados nos dois diferentes tempos. Cada circulo representa a D.O. de um individuo

testado em TO ligada a sua respectiva D.O obtida em T1.
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4.3. Avaliacdo da frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8" respondedoras ao M.
leprae e a peptideos especificos do M. leprae em CMS de contatos domiciliares de
pacientes multibacilares antes e durante do tratamento do caso indice.

4.3.1. Sequéncia de andlises utilizadas para identificacdo das subpopulacdes de
linfocitos CD4"CD69" e CD8"CD69” virgens, de memoria central e de memaria efetora.

Para avaliar o impacto do tratamento do caso indice, bem como a vacina¢do com
BCG na resposta imune protetora dos contatos domiciliares utilizamos a citometria de
fluxo para analisar as frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" virgens, de memoria
central e de memodria efetora, CD69" (marcador de ativacio recente) no sangue
periférico destes individuos em TO e T1. Para identificar as subpopulacfes de interesse,
uma sequéncia de andlises foi realizada. Inicialmente, celulas mortas foram excluidas
utilizando um kit comercial que permite a distincdo de células mortas fixadas.
Posteriormente, os aglomerados de células foram excluidos utilizando os parametros de
tamanho FSCA (“Foward Scatter” &rea) X FSCH (“Foward Scatter” altura). (Figura 4.2.
A e 4.3 A). Em seguida, os parametros de complexidade e granulosidade celular (SSC-
A) e tamanho (FSCA) foram utilizados para selecionar a regido de analise de linfécitos
T (Figura 4.2. B e 4.3. B). A regido de linfocitos T CD4" foi determinada utilizando o
anticorpo especifico para linfocitos T CD4" juntamente com o pardmetro SSC (Figura
4.2. C). Ja a regido de linfocitos T CD8" foi determinada utilizando anticorpos
especificos anti-CD8 e anti-CD3 (Figura 4.3. C).

A partir da determinacio da populacdo de linfécitos T CD4" e CD8", utilizamos
a marcagcdo com anticorpos anti-CD45RO e anti-CD62L para identificar as
subpopulagdes com os fenétipos denominados: virgem (CD45RO” CD62L"), memoéria
central (CD45RO" CD62L") e memoéria efetora (CD45RO" CD62L"). A partir dessas
subpopulagdes, identificamos os linfocitos recém-ativados (CD69"). Nas Figuras 4.2 e
4.3. D, E e F podemos observar as frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" virgens, de
memoria central e de memoria efetora recém-ativados na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e ao M. leprae, respectivamente.
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Figura 4.2. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacédo linfocitos CD4"
virgens, de memoria central e de meméria efetora. A) Exclusdo de células aglomeradas utilizando os
parametros FSC-A x FSCH. B) Identificacdo de linfécitos T utilizando os parametros SSC-A x FSC-A.
C) Identificacdo de linfocitos T CD4". D) Frequéncia de linfocitos TCD4" virgens CD69" na auséncia de
estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. E) Frequéncia de linfocitos TCD4" meméria central CD69" na
auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e ao M. leprae. F) Frequéncia de linfocitos TCD4" memdria
efetora CD69" na auséncia de estimulo, em resposta a0 SEB e ao M.leprae. T CD4" virgens, CD4"

memoria central, CD4* memdria efetora. NE- N&o estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 4.3. Sequéncia de andlises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos e CD8"
virgens, de memdria central e de memoria efetora. A) Exclusdo de células aglomeradas utilizando os
parametros FSC-A x FSCH. B) Identificacdo de linfécitos T utilizando os parametros SSC-A x FSC-A.
C) Identificacdo de linfocitos T CD8". D) Frequéncia de linfocitos TCD8" virgens CD69" na auséncia de
estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. E) Frequéncia de linfocitos TCD8" memdria central CD69" na
auséncia de estimulo, em resposta a0 SEB e ao M. leprae. F) Frequéncia de linfocitos TCD8" memoria
efetora CD69" na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e ao M. leprae. NE, ndo estimulado; SEB,

Enterotoxina B de S. aureus.
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4.3.2. Determinac&o das frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" totais respondedoras
ao M. leprae e a peptideos especificos do M. leprae em CMS de contatos domiciliares
de pacientes multibacilares.

As frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" no sangue periférico dos contatos
domiciliares C1, C4, C5, C6, C7, C8 e C9 nos tempos TO e T1 foram analisadas para
avaliar se a superexposi¢cdo ao M. leprae e a vacinagdo com BCG influenciaria nas
frequéncias das subpopulacdes de células observadas.

Inicialmente, avaliamos a frequéncia de células T CD4 e CD8 totais para cada
estimulo utilizado. Na Tabela 4.2 podemos observar uma heterogeneidade das
frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" totais de cada individuo nos dois diferentes
momentos analisados. Podemos observar também que a presenca dos estimulos nao
alterou as frequéncia dos linfécitos CD4" e CD8".

Os contatos domiciliares de namero C1, C5 e C7 apresentaram uma queda da
frequéncia de linfocitos T CD4" em T1. O contato de nimero C5 também apresentou
uma baixa frequéncia de linfécitos CD8" em TO, entretanto este contato apresenta uma
recuperacdo dessas frequéncias em T1 e o contato domiciliar C9 apresentou frequéncias
altas de linfocitos CD8" em TO e T1.
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Tabela 4.2. Percentual de linfécitos T CD4" e CD8" dos contatos domiciliares de pacientes multibacilares
no inicio e ao final do tratamento do caso indice.

Contatos % CD4" % CD4" % CD4" % CD4" % CD8" % CD8" % CD8" % CD8"
domiciliares (NE) (M.leprae) (P.C.I) (P.C.II) (NE) (M.leprae) (P.C.I) (P.C.II)

TO TL | TO | T2 | TO | T2 | TO | T1 | TO | T1 TO T1 TO T1 TO T1

C1 53 35 | 553|428 (552 |326|545(398| 29 | 244 271 | 279 | 283 | 19,2 | 278 | 219

C4 52,8 | 54,7 | 55,0 | 55,4 | 53,5 | 55,6 | 46,3 | 57,6 | 13,8 | 17,2 | 238 | 172 | 144 | 18,7 | 10,0 | 17,7

C5 42,1 | 29,8 |44,7 (29,1 | 43,7291 |486|384 | 9,7 |212| 101 | 21,8 94 |193| 115 | 213

C6 32,2 | 312|326 |38,7|337|354|424 337|178 |206 | 206 | 22,7 | 19,8 | 22,7 | 20,0 | 22,8

C7 491 | 36 |501|391|46,2|394|451|339|132| 98 | 134 | 123 | 10,3 |130| 91 |123

C8 36,4 |381|372|359]|357|381]|395|380|20,3|261| 203 | 286 | 21,9 | 257 | 236 | 259

C9 38,1 |389|363|374|346|391|372|362|495|453| 529 | 473 | 52,6 | 454 | 516 | 48,6

Cada contato domiciliar foi identificado com a letra C seguido de seu nimero.

P.C.I - Conjunto de peptideos apresentados via MHC de classe I; P.C.11 - Conjunto de peptideos apresentados via MHC-II.

TO - inicio do tratamento do caso indice; T1 - final do tratamento do caso indice. NE — Ndo Estimulado.

As frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" foram calculadas a partir do niimero de linfécitos T totais. n=7.
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4.3.3. Frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" virgens, de memoria central e de
memoria efetora, respondedoras ao M. leprae e ao conjunto de peptideos
especificos do M. leprae em contatos domiciliares de pacientes multibacilares.

Em seguida, avaliamos a capacidade destes individuos em responder a um
estimulo policlonal utilizando enterotoxina B de S. aureus (SEB). As frequéncias de
linfocitos T CD4" CD69" e CD8" CD69" com fendtipo virgem, de memodria central e de
memoria efetora podem ser observadas nas Figuras 4.4. A e B, respectivamente. Como
esperado, as maiores frequéncias de células respondedoras observadas foram as de
memoria efetora, mas sem diferenca significativa nos tempos TO e T1. As frequéncias
de CD4" CD69" memoria efetora foram maiores (Figura 4.4. A) quando comparadas

com as frequéncias de CD8" CD69" memoéria efetora (Figura 4.4. B).
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Figura 4.4. Frequéncias de linfocitos T respondedores ao SEB. A) Frequéncias de linfocitos T CD4"
CD69" virgens, de memodria central e de memoria efetora em resposta ao estimulo com SEB no inicio
(TO) e ao final do tratamento do caso indice (T1). B) frequéncia de linfocitos T CD8* CD69" virgem, de
memaria central e de memoria efetora em resposta ao estimulo com SEB. Cada circulo preto representa

um contato. A linha vermelha representa a mediana de cada grupo. n=6.
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Finalmente, a frequéncia de células recém-ativadas pelo M. leprae ou pelos
peptideos sintéticos especificos do M. leprae [de 15 aminoécidos] e [de 9 amino&cidos]
em CMS dos contatos domiciliares C1, C4, C5, C6, C7 e C8 nos dois diferentes
momentos foi, entdo, avaliada. A partir dos dados obtidos, verificamos que a resposta
dos contatos se deu de forma bastante heterogénea.

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram uma redugdo nos niveis de IFN-
v de contatos de pacientes multibacilares quando comparados com o grupo de contatos
de pacientes paucibacilares, sugerindo que a superexposicdo ao M. leprae poderia levar
a uma diminuicdo da resposta M. leprae especifica (51).

Inicialmente fomos observar o percentual de linfocitos T CD4" CD69" em
resposta ao M. leprae nos trés fenotipos avaliados: Células virgens, memoria central e
memoria efetora. Na Figura 4.5.A embora ndo tenha sido estatisticamente significativo,
é possivel observar um aumento das frequéncias de linfocitos CD4™ CD69" de memoria
central e de memdria efetora ao final do tratamento do caso indice. A melhor forma
encontrada para se identificar quais dos contatos apresentaram um aumento nas
frequéncias das subpopulacdes de células avaliadas no estudo durante o tratamento do
caso indice foi subtraindo o valor percentual das populacGes em T1 pelo percentual
encontrado no TO (T1-TO). Na Figura 4.5. B observamos a frequéncia individual de
células CD4" CD69" virgens respondedoras ao M. leprae de cada contato. Dos seis
contatos domiciliares avaliados individualmente nos dois diferentes tempos, dois
apresentaram um aumento da frequéncia dos linfocitos T CD4" CD69" virgens. Na
Figura 4.5. C observamos que dos seis contatos domiciliares avaliados, quatro
apresentaram um aumento da frequéncia de linfécitos T CD4" CD69" de memoria
central em T1. Na Figura 4.5. D podemos observar que trés contatos domiciliares
apresentaram um aumento da populagdo de linfécitos T CD4" CD69" de memoria
efetora em maior frequéncia em relagdo a populacdo de linfocitos T CD4" CD69"
virgem e de memoria central. Os contatos domiciliares C4 e C8 apresentaram uma
diminuicdo das frequéncias de linfocitos T CD4" CD69" de memdria central e de
memoria efetora (Figura 4.5. C e D), respectivamente.

De forma bastante interessante, o contato domiciliar C6 que ndo foi vacinado
com BCG em TO, teve a frequéncia dos trés fendtipos aumentada em resposta ao M.
leprae em T1. O contatos domiciliares C5 e C7, que s@o positivos para a presenca de
anticorpos IgM anti PGL-1 no soro, apresentaram um aumento das frequéncias de
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linfocitos T CD4" CD69" de memoria central em T1, mas apenas o C7 teve a frequéncia

de linfécitos T CD4" CD69" de meméria efetora aumentada em T1.
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Figura 4.5. Frequéncia de linfocitos T CD4"CD69" que responderam ao M. leprae de contatos de
pacientes multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" virgens, de memoria central e de memoria
efetora no inicio e ao final do tratamento do caso indice. Cada circulo preto representa um contato. A
linha vermelha representa a mediana de cada grupo. TO indica inicio do tratamento do caso indice e T1
indica final do tratamento do caso indice. B) Gréfico de recuperagdo individual da frequéncia de
linfocitos T CD4" CD69" virgem ao final do tratamento do caso indice. C) Grafico de recuperacio
individual da frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memdria central ao final do tratamento do caso
indice. D) Grafico de recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memoria
efetora ao final do tratamento do caso indice. Cada barra preta representa um contato com seu respectivo
namero de identificacdo. Contatos PGL-I positivo estdo identificados com a cor vermelha. Contato que

ndo foi vacinado com BCG em TO esté identificado com a cor amarela. n = 6 por grupo.
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Para avaliar a resposta imune especifica ao M. leprae, neste estudo utilizamos
um conjunto de peptideos especificos do M. leprae com sequéncias de 9 aminoacidos
que sdo apresentados via MHC de classe | (P.C.1) e um conjunto com sequéncias de 15
aminoacidos que sdo apresentados via MHC de classe Il (P.C.II). Esses peptideos
foram testados anteriormente por Spencer e colaboradores, onde foi demonstrada a sua
capacidade em induzir a producdo de IFN-y por células mononucleares de sangue
periférico de pacientes com hanseniase paucibacilar e contatos domiciliares. Além
disso, os autores demonstraram que peptideos de 9 aminoacidos ativaram
preferencialmente linfocitos T CD8" enquanto os peptideos de 15 aminoacidos
ativaram linfocitos T CD4" e CD8". Por motivos operacionais optamos por utilizar os
conjuntos de peptideos e ndo os dezessete peptideos individualmente.

As frequéncias de linfocitos T CD4" CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora que responderam ao P.C.1 dos contatos domiciliares C1, C4, C5, C6,
C7 e C8 podem ser observadas na Figura 4.6. A. Observa-se um aumento na frequéncia
de linfocitos T CD4* CD69" de memdria efetora em T1 em trés individuos, porém esse
aumento ndo foi estatisticamente significativo. Com os graficos representativos da
recuperacdo da resposta imune ao P.C.I1 em T1 (T1-TO0), podemos observar que apenas
dois contatos domiciliares (C5 e C6) aumentaram a frequéncia de linfécitos T CD4"
CD69" virgem em T1 (Figura 4.6.B). Estes dois contatos que recuperaram as
frequéncias de linfocitos T CD4" CD69" virgens também recuperaram a frequéncia de
linfécitos T CD4" CD69" de memoria central e de memdria efetora (Figura 4.6. C e D),
respectivamente. O aumento da frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memoéria

efetora em resposta ao P.C.1 em T1 também foi observada no contato C8.
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Figura 4.6. Frequéncia de linfocitos T CD4'CD69" que responderam ao P.C.l de contatos de
pacientes multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora respondedoras ao P.C.I em T0O e T1. Cada circulo preto representa um contato. A linha
vermelha representa a mediana de cada grupo. B) Gréfico de recuperacdo individual da frequéncia de
linfocitos T CD4" CD69" virgens respondedoras ao P.C.I em T1. C) Gréfico de recuperacdo individual da
frequéncia de linfécitos T CD4" CD69" de memodria central respondedoras ao P.C.1 em T1. D) Gréfico de
recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memoria efetora respondedoras ao
P.C.I em T1. Cada barra preta representa um contato com seu respectivo nimero de identificacdo.
Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contato que nédo foi vacinado com BCG

em TO foi identificado pela cor amarela. P.C.I- peptideos M. leprae especificos apresentados por via de

MHC de classe I. n = 6.

As frequéncias de linfocitos T CD4" CD69" com os diferentes fendtipos
respondedores ao P.C.1I podem ser observadas na Figura 4.7. A. N&o houve diferenca
nas frequéncias de linfocitos T CD4"CD69" virgens, de meméria central e de memodria
efetora entre TO e T1. Embora em menor frequéncia, é possivel observar que dois
contatos aumentaram a frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" virgens em T1 (Figura

4.7. B). De forma interessante, apenas 0s contatos domiciliares C1 e C6 aumentaram a
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frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memoria central e de memoria efetora em T1,
embora esse comportamento ndo tenha sido observado com a populacdo de linfocitos T

CD4" CD69" com o fenétipo virgem.
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Figura 4.7. Frequéncia de linfocitos T CD4'CD69" que responderam ao P.C.Il de contatos de
pacientes multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD4* CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora respondedoras ao P.C.1l em TO e T1. Cada circulo preto representa um contato. A linha
vermelha representa a mediana de cada grupo. B) Gréfico de recuperacdo individual da frequéncia de
linfocitos T CD4* CD69" virgens respondedoras ao P.C.11 em T1. C) Gréfico de recuperacéo individual da
frequéncia de linfocitos T CD4* CD69" de memoria central respondedoras ao P.C.I11 em T1. D) Graéfico de
recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" de memoria efetora respondedoras ao
P.C.Il em T1. Cada barra preta representa um contato com seu respectivo nimero de identificacdo.
Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contato que nao foi vacinado com BCG
em TO foi identificado pela cor amarela. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via de

MHC de classe Il. n = 6.

Avaliamos também as frequéncias de linfocitos T CD8" respondedores ao M.
leprae. A frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memdria central e de
memoria efetora podem ser observadas na Figura 4.8 A. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre TO e T1. Trés contatos domiciliares apresentaram um
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discreto aumento na frequéncia de linfécitos T CD8" CD69" virgens em resposta ao M.
leprae em T1 (Figura 4.8. B). De forma similar, dois contatos domiciliares
apresentaram um discreto aumento da frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" de
memoria central respondedora ao M. leprae em T1(Figura 4.8. C). Dos seis contatos
domiciliares avaliados, trés aumentaram a frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" de
memoria efetora e trés apresentaram uma diminuicdo da frequéncia dessas células

respondedoras ao M. leprae em T1 (Figura 4.8. D).
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Figura 4.8. Frequéncia de linfocitos T CD8'CD69" que responderam ao M. leprae de contatos de
pacientes multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora respondedoras ao M. leprae em TO e T1. Cada circulo preto representa um contato. A
linha vermelha representa a mediana de cada grupo. B) Grafico de recuperacao individual da frequéncia
de linfocitos T CD8" CD69" virgem respondedoras ao M. leprae em T1. C) Grafico de recuperagio
individual da frequéncia de linfécitos T CD8" CD69" de memoria central respondedoras ao M. leprae em
T1. D) Gréfico de recuperacéo individual da frequéncia de linfocitos T CD8" CD69* de memoria efetora
respondedoras ao M. leprae em T1. Cada barra preta representa um contato com seu respectivo nimero
de identificagdo. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contato que ndo foi

vacinado com BCG em TO foi identificado pela cor amarela. n = 6.
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As frequéncias de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora respondedoras ao P.C.I podem ser observadas na Figura 4.9. A. Um
aparente aumento da frequéncia de linfocitos CD8'CD69" de memodria efetora
respondedoras ao P.C.I em T1 pode ser observado, entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre TO e T1. Apenas dois contatos domiciliares
apresentaram um aumento da frequéncia de linfocitos T CD8'CD69" virgens
respondedoras ao P.C.I (Figura 4.9. B). Em menor frequéncia quando comparado com
as frequéncias de memoria efetora, um aumento da populacdo de linfocitos T CD8"
CD69" de memoéria central em T1 pode ser observado em quatro dos seis contatos
domiciliares analisados (Figura 4.9. C). Cinco dos seis contatos domiciliares analisados

apresentaram um aumento na frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" de memoria

efetora em T1(Figura 4.9. D).
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Figura 4.9. Frequéncia de linfocitos T CD8" respondedores ao P.C.l de contatos de pacientes
multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memoria central e de memoria
efetora respondedoras ao P.C.l1 em TO e T1. Cada circulo preto representa um contato. A linha vermelha
representa a mediana de cada grupo. B) Gréfico de recuperacdo individual da frequéncia de linfécitos T
CD8" CD69" virgem respondedoras ao P.C.I em T1. C) Gréfico de recuperacéo individual da frequéncia
de linfécitos T CD8" CD69" de memdria central respondedoras ao P.C.I em T1. D) Gréfico de
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recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD8* CD69" de memdria efetora respondedoras ao
P.C.I em T1. Cada barra preta representa um contato com seu respectivo nimero de identificacdo.
Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contato que néao foi vacinado com BCG
em TO foi identificado pela cor amarela. P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC

declassel. n=6.

As frequéncias de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memoria central e de
memoria efetora respondedoras ao P.C.II podem ser observadas na Figura 4.10. A.
Nenhuma diferenca foi observada nos fenotipos avaliados em TO e T1. Apenas dois
contatos apresentaram um pequeno aumento das frequéncias de linfocitos T CD8”
CD69" virgens e de memoria central respondedoras ao P.C.II (Figura 4.10. B e C). Dos
sei contatos analisados, apenas um contato apresentou aumento na frequéncia de
linfocitos T CD8" CD69" de memdria efetora e trés apresentaram uma diminuico

dessas frequéncias em T1.
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Figura 4.10. Frequéncia de linfocitos T CD8" respondedores ao P.C.1l de contatos de pacientes
multibacilares. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" virgens, de memdria central e de memoria
efetora respondedoras ao P.C.Il em TO e T1. Cada circulo preto representa um contato nos dois diferentes
tempos. A linha vermelha representa a mediana de cada grupo. B) Grafico de recuperacdo individual da

frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" virgem respondedoras ao P.C.Il em T1. C) Grafico de
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recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" de memdria central respondedoras ao
P.C.Il em T1. D) Gréafico de recuperacdo individual da frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" de
memoria efetora respondedoras ao P.C.Il em T1. Cada barra preta representa um contato com seu
respectivo nimero de identificacdo. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha.
Contato que néo foi vacinado com BCG em TO foi identificado pela cor amarela. P.C.11 - peptideos M.

leprae especificos apresentados via MHC de classe Il. n = 6.

Uma visdo geral da variacio das frequéncias dos linfocitos T CD4" e CD8"
CD69" virgens, de memoria central e de memoria efetora em resposta ao estimulo com
M. leprae e os peptideos especificos do M. leprae comparando os tempos TO e T1 para
cada contato estudado se encontra representada na Tabela 4.3. As células da tabela
representadas em cinza indicam aumento da frequéncia em T1 quando comparado com
TO. As frequéncias dos fendtipos celulares que ndo apresentaram aumento em T1 estdo
representadas por células brancas. Na Tabela 4.3 podemos observar quais dos
individuos apresentaram um aumento das frequéncias dos linfocitos T CD4" CD69"
virgem, de memoria central e de memdria efetora em resposta ao M. leprae, P.Cl e
P.CIl. em T1. Ja na Tabela 4.4 representamos o0 comportamento da variacdo das
frequéncias de linfocitos T CD8" CD69" virgem, de memoria central e de memoria
efetora em resposta ao M. leprae, P.Cl e P.CIl em T1 . Embora seja possivel observar
um perfil heterogéneo das respostas, podemos notar que a maioria dos contatos
aumentaram as frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8'CD69" virgens, de memoria
central e de memoria efetora em resposta ao M. leprae e a0 menos um dos conjuntos de
peptideos M. leprae especificos. Podemos observar também que os contatos que nédo foi
vacinado com BCG em TO por j& apresentar duas cicatrizes vacinais neste periodo
(contato 6) também apresentou um aumento nas frequéncias dos fenotipos estudados,
principalmente na populagdo e linfocitos T CD4*. Um outra observagio é que 0S
contatos 5 e 7 que apresentam sorologia positiva para 0 PGL-1 também aumentaram as
frequéncias em T1 de linfocitos T CD4" e CD8" CD69" virgens de memaria central e de
memoria efetora em resposta ao M. leprae e aos peptideos M. leprae especificos e de
linfocitos T CD4" e CD8" CD69* de meméria central e de memdria efetora em resposta

ao M. leprae respectivamente.
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De fato, observamos que o tratamento do caso indice e consequente diminuicao
da exposicdo continua ao M. leprae por esses contatos, assim como a vacinagdo com
BCG contribuiu para o aumento das frequéncias dos fenétipos estudados em T1 na

maioria dos contatos.
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Tabela 4.3. Viso global do aumento das frequéncias de linfocitos T CD4'CD69" virgens, de memoria central e de memoria efetora em resposta
ao M. leprae, P.C.1e P.C.llem T1.

Contatos M. leprae P.C.I P.C.11
CD4*CD69" CD4*CD69" CD4'CD69" CD4"CD69" CD4"CD69" CD4"CD69" CD4'CD69" CD4'CD69" CD4'CD69"
Virgem Meméria Meméria Virgem Meméria Meméria Virgem Memoéria Memoéria
Central Efetora Central Efetora Central Efetora
1
4
5
6
7
8

P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I. P.C.II - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe Il. Células na cor cinza

representam o0s fenotipos que apresentaram as frequéncias aumentadas em T1. Células na cor branca representam os fen6tipos que ndo apresentaram as frequéncias

aumentadas em T1.
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Tabela 4.4. Visio global do aumento das frequéncias de linfocitos T CD8"CD69" virgens, de memaria central e de memoria efetora em resposta
ao M. leprae, P.C.1e P.C.llem T1.

Contatos M. leprae P.C.I P.C.11
CD8'CD69" CD8"CD69" CD8"CD69" CD8"CD69" CD8'CD69" CD8'CD69" CD8'CD69" CD8'CD69" CD8'CD69"
Virgem Memoria Memoria Virgem Memoria Memoria Virgem Memoria Memoria
Central Efetora Central Efetora Central Efetora
1
4
5
6
7
8

P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I. P.C.II - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe Il. Células na cor cinza

representam 0s fen6tipos que apresentaram as frequéncias aumentadas em T1. Células na cor branca representam os fen6tipos que ndo apresentaram as frequéncias

aumentadas em T1.
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4.3.4. Frequéncia de linfocitos T CD4" e CD8" IFN-y" ou IL-10" em sangue
periférico de contatos de pacientes multibacilares no inicio e ao final do tratamento
do caso indice.

4.3.4.1. Sequéncia de andlises realizada para identificacdo da populacdo de linfocitos
CD4"e CD8" CD69" IFN-y" e de linfocitos CD4" e CD8" CD69" IL-10".

Apbés a marcacdo das moléculas de superficie, realizamos a marcacdo
intracelular para avaliamos por citometria de fluxo a frequéncia de linfécitos CD4" e
CD8" CD69" produtores de IFN-y e de linfocitos CD4" e CD8" CD69" produtores de IL-
10 em sangue periférico dos contatos domiciliares a fim de investigar se haveria
diferenca nessas frequéncias entre os dois diferentes momentos estudados.

Apbs a exclusdo de células mortas, a sequéncia de analises realizadas para a
exclusdo de células grumadas, assim como a identificacdo da populacdo de linfécitos e
da populagio de linfécitos CD4" (Figura 4.11. A, B e C) e CD8" (Figura 4.12. A, B e
C) podem ser observadas. Apds a identificacio da populacio de células CD4" e CD8", a
identificagdo dos linfocitos T CD4 e CD8"positivos para CD69 e IFN-y foi realizada
utilizando os anticorpos anti CD69 e anti IFN-y. As frequéncias de linfocitos T CD4"
CD69" IFN-y" na auséncia de estimulo, estimuladas com SEB e com M. leprae podem
ser observadas na Figura 4.11. D. Ja as frequéncias de linfocitos T CD8" CD69" IFN-y*
podem ser observadas na Figura 4.12. D. Por estarmos investigando a modulacao
negativa sofrida por individuos superexpostos ao M. leprae, e também por seu papel
regulador ja descrito na literatura, investigamos também a frequéncia de linfocitos CD4"
e CD8" CD69" IL-10" no sangue periférico dos contatos nos dois diferentes tempos. A
andlise realizada para a identificacdo dessas frequéncias na auséncia de estimulo, células
estimuladas com SEB e células estimuladas com M. leprae podem ser observadas na

Figura 4.11. E e 4.12. E, respectivamente.
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Figura 4.11. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo de linfocitos CD4"
CD69" IFN-y* e CD4* CD69" IL-10". A) Excluséo de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-
A x FSCH. B) Identificagdo de linfdcitos T utilizando os par@metros SSC-A x FSC-A. C) ldentificagdo de
linfocitos T CD4". D) Frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" IFN-y" na auséncia de estimulo, em
resposta a0 SEB e ao M. leprae. E) Frequéncia de linfocitos T CD4" CD69" IL10" na auséncia de

estimulo, em resposta ao SEB e ao M. leprae. NE, ndo estimulado; SEB, Enterotoxina B de S. aureus.

Dot plot representativo de um contato avaliado.
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Figura 4.12. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo de linfocitos CD8"
CD69" IFN-y" e CD8" CD69" IL-10". A) Exclusdo de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-
A x FSCH. B) Identificagdo de linfdcitos T utilizando os parametros SSC-A x FSC-A. C) ldentificagdo de
linfocitos T CD8*. D) Frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" IFN-y" na auséncia de estimulo, em
resposta a0 SEB e ao M. leprae. E) Frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" IL10" na auséncia de
estimulo, em resposta ao SEB e ao M. leprae. NE, ndo estimulado; SEB, Enteroxina B de S. aureus. Dot

plot representativo de um contato avaliado.
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As frequéncias de linfocitos T CD4* CD69" e CD8" CD69" produtores de IFN-y
ou IL-10 dos contatos domiciliares C1, C4, C5, C6, C7, C8 e C9 nos diferentes tempos
de exposicdo ao bacilo podem ser observadas na Figura 4.13. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre TO e T1 das frequéncias de linfocitos CD4"™ CD69"
IFN-y * (Figura 4.13. A), CD4" CD69" IL10" (Figura 4.13. B), CD8" CD69" IFN-y *
(Figura 4.13 C) e CD8" CD69" IL10" (Figura 4.13. D).
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Figura 4.13. Frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8* CD69" produtores de IFN-y ou IL-10 nos
contatos de pacientes multibacilares no inicio e ao longo do tratamento do caso indice. A)
Frequéncia de linfocitos CD4* CD69" IFN-y" na auséncia de estimulo, em resposta ao M. leprae, P.C.I e
P.C.lIl em TO e T1. B) Frequéncia de linfocitos CD8" CD69* IFN-y * em resposta ao M. leprae, P.C.I e
P.C.Il em TO e T1. C) Frequéncia de linfocitos CD4* CD69" IL-10 © em resposta ao M. leprae, P.C.I e
P.C.Il, em TO e T1. D) Frequéncia de linfocitos CD8* CD69" IL-10 * em resposta ao M. leprae, P.C.I e
P.C.llemTOe T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - de

peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe II.
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4.4. Andlise de citocinas nos sobrenadantes das culturas de CMS dos
contatos domiciliares de pacientes multibacilares estimuladas com M. leprae e

peptideos especificos do M. leprae.

Utilizando o sistema Luminex para dosagem de citocinas, avaliamos a producéo
de IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL10, IL-12, IL-13, IL-17, assim
como as quimiocinas IL-8, MIP-1B, MCP-1 e os fatores de crescimento G-CSF e GM-
CSF nos sobrenadantes das culturas de CMS de todos os contatos domiciliares (n = 9)
estimuladas com M. leprae e peptideos especificos do M. leprae nos dois diferentes
tempos de exposicdo ao bacilo. Os resultados serdo mostrados nos itens seguintes, com
excecdo da IL-8 que ultrapassou 0 maior ponto da curva padrdo em todas as amostras,
sendo necessaria a realizacdo de um novo teste para esta citocina com a diluicdo das

amostras.

4.4.1. Anélise da producdo de IFN-y.

A producdo de IFN- y nos sobrenadantes das culturas de CMS estimuladas com
M. leprae, P.C.1 e P.C.II nos dois diferentes tempos de exposicdo ao bacilo podem ser
observadas na Figura 4.14. Embora possa ser observado um aumento da producéo de
IFN-y nas CMS estimuladas com M. leprae em T1, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre TO e T1 (Figura 4.14. A). O comportamento
individual da produgdo de IFN-y em resposta ao M. leprae em TO e T1 pode ser
observado na Figura 4.14. B. Dos nove contatos domiciliares avaliados, seis
apresentaram um aumento da producdo de IFN- y em T1 em resposta a0 M. leprae.
Apenas trés contatos aumentaram a produgdo de IFN-y em resposta ao P.C.I (Figura
4.14.C)eao P.C.1Il (Figura4.14. D) em T1.
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Figura 4.14. Analise da produc¢édo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IFN- y por CMS estimuladas com M. leprae,

P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de IFN- y por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producéo de IFN- y por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de IFN- y
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.

4.4.2. Analise da producéo de TNF-a.

A produgéo de TNF-a em resposta ao M. leprae, P.C.I e ao P.C.Il nos dois
diferentes tempos pode ser observado na Ffigura 4.15. A. Assim como para IFN-y, um
aumento da producdo de TNF-a em resposta ao M. leprae pode ser observado em T1,
embora, ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa entre TO e T1. No
gréfico de comportamento individual, podemos observar que cinco dos nove contatos
domiciliares avaliados aumentaram a producdo de TNF-o em resposta ao M. leprae em

T1(Figura 4.15. B). Trés contatos domiciliares aumentaram a producdo de TNF-a em
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resposta ao P.C.I em T1 (Figura 4.15. C), e cinco contatos domiciliares aumentaram a
producdo de TNF-a em resposta ao P.C.II em T1. De forma interessante, podemos

observar que dois dos trés contatos PGL-I positivos (C5 e C7) aumentaram a produgéo

de TNF-a em resposta a todos os estimulos em T1 (Figura 4.15. B, C e D).
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Figura 4.15. Andlise da producéo de TNF-a por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de TNF-a por CMS estimuladas com M. leprae,

P.ClI e P.C.lIl em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de TNF-o por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Produgdo de TNF-o por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producdo de TNF-a
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.

4.4.3. Anélise da producdo de IL-1p.

A produgéo de IL-1p em resposta ao M. leprae, P.C.I e P.C.Il pode ser
observado na Figura 4.16. A, embora ndo tenha sido estatisticamente significativo, é

possivel observar um aumento da producdo de IL-1 em resposta ao M. leprae e ao
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P.C.Il em T1. Cinco contatos domiciliares aumentaram a producdo de IL-1B em
resposta ao P.C.I em T1(Figura 4.16. B). Em resposta ao P.C.I, apenas trés contatos
domiciliares aumentaram a producéo de IL-1p em T1(Figura 4.16. C) e em resposta ao
P.C.1lI, sete dos nove contatos avaliados aumentaram a producdo de IL-1B em
T1(Figura 4.16. D). De forma similar a producdo de TNF-a, dois (C5 e C7) dos trés
contatos PGL-I positivo aumentaram a producdo de IL-1p em resposta a todos os

estimulos em T1.
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Figura 4.16. Analise da producao de IL-1p por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-1p por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de IL-1B por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producdo de IL-1fB por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de IL-1B
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.4. Analise da producéo de IL-2.

Nenhuma diferenca estatisticamente significante na produgdo de IL-2 em
resposta ao M. leprae, P.C.l1 e P.C.1I foi encontrada entre TO e T1 (Figura 4.17. A).
Apenas dois contatos domiciliares aumentaram a producéo de IL-2 em resposta ao M.
leprae em T1(Figura 4.17. B). Em resposta ao P.C.I e P.C.Il apenas trés contatos

domiciliares aumentaram a producgéo de IL-2 em T1(Figura 4.17. C e 4.17. D).
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Figura 4.17. Anélise da produgdo de IL-2 por células mononucleares de sangue periférico (CMS) de
contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-2 por CMS estimuladas com M. leprae, P.Cl e
P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a mediana. B)
Producdo de IL-2 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C) Producéo de IL-2
por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de IL-2 por CMS estimuladas
com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC
de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe 1. Contatos PGL-I
positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram vacinados com BCG em T0

foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.5. Analise da producéo de IL-6.

Um aumento na producdo de IL-6 em resposta ao M. leprae pode ser observado
em T1 (Figura 4.18. A). Embora seja possivel observar que a maior parte dos contatos
domiciliares aumentou a producdo de IL-6 em resposta ao P.Cl e ao P.C.Il em T1,
estatisticamente esse aumento nao foi significativo (Figura 4.18. A). Dos nove contatos
analisados seis aumentaram a producéo de IL-6 em resposta ao M. leprae em T1(Figura
4.18. B). Quatro contatos domiciliares aumentaram a producéo de IL-6 em resposta ao
P.C.l em T1 (Figura 4.18. C) e seis contatos domiciliares aumentaram a producao de
IL-6 em resposta ao P.C.1l em T1(Figura 4.18. D).
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Figura 4.18. Analise da producao de IL-6 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-6 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de IL-6 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producédo de IL-6 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producdo de IL-6 por
CMS estimuladas com P.C.Il de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9. *p < 0,05.
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4.4.6. Andlise da producéo de IL-12.

A producdo de IL-12 em resposta ao M. leprae, P.Cl e ao P.C.Il nos dois
diferentes tempos pode ser observado na Figura 4.19. A. Foi observado um aumento da
producdo de IL-12 em T1 em resposta ao M. leprae, entretanto ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre TO e T1. Com o grafico que mostra o
comportamento individual dos contatos em relagdo a producdo de IL-12, é possivel
observar que em resposta ao M. leprae somente dois contatos aumentam a producéo de
IL-12 em T1 (Figura 4.19. B). Cinco contatos aumentaram a producgédo de IL-12 em
resposta ao P.C.I em T1 (Figura 4.19. C) e somente trés contatos aumentaram a

producdo de IL-12 em resposta ao P.C.1I (Figura 4.19. D).
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Figura 4.19. Andlise da producédo de IL-12 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-12 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de IL-12 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Produgéo de IL-12 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de IL-12
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos

apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
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classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n =

4.4.7. Analise da producéo de IL-4.

No presente estudo ndo observamos diferenca estatisticamente significativa da
producdo de IL-4 em resposta ao M. leprae, P.C.l1 e ao P.C.II entre os dois tempos
avaliados(Figura 4.20. A). Apenas 0 contato de numero 9 apresentou uma queda na
producdo de IL-4 em resposta ao M. leprae em T1(Figura 4.20. B) e em resposta ao
P.C.lIl em T1 (Figura 4.20. D). Baixa ou nenhuma produgéo de IL-4 em resposta ao
P.C.I foi observada em TO e T1(Figura 6.13.1 C).
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Figura 4.20. Analise da produgdo de IL-4 por células mononucleares de sangue periférico (CMS) de
contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-4 por CMS estimuladas com M. leprae, P.Cl e
P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a mediana. B)
Producédo de IL-4 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C) Producéo de IL-4
por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producédo de IL-4 por CMS estimuladas
com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC
de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe 1. Contatos PGL-I
positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram vacinados com BCG em TO

foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.8 Andlise da producdo de IL-5.

A produgdo de IL-5 em resposta ao M. leprae, P.C.I e ao P.C.lIl nos dois
diferentes tempos pode ser observada na Figura 4.21. A, mas nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre TO e T1 foi encontrada. Dos nove contatos
domiciliares avaliados, cinco apresentaram uma queda da producéo de IL-5 em resposta
ao M. leprae em T1 (Figura 4.21. B), trés apresentaram uma queda da producéo de IL5
em resposta ao P.C.I em T1(Figura 4.21. C) e quatro apresentaram uma queda em

resposta ao P.C.I1 em T1 (Figura 4.21. D).
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Figura 4.21. Analise da produgéo de IL-5 por células mononucleares de sangue periférico (CMS) de
contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-5 por CMS estimuladas com M. leprae, P.Cl e
P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a mediana. B)
Producdo de IL-5 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C) Producéo de IL-5
por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producédo de IL-5 por CMS estimuladas
com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC
de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe 1. Contatos PGL-I
positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram vacinados com BCG em T0

foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.9. Andlise da producéo de IL-10.

N&o encontramos nenhuma diferenca estatisticamente significativa na producéo
de IL-10 em resposta ao M. leprae, P.C.I e ao P.C.II nos dois diferentes tempos (Figura
4.22. A). Entretanto, € possivel observar que seis dos nove contatos avaliados
apresentaram uma queda em resposta ao M. leprae em T1 (Figura 4.22. B) e quatro
contatos apresentaram uma queda em resposta ao P.C.l1 em T1 (Figura 4.22. C) e em
resposta ao P.C.Il em T1(Figura 4.22. D).
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Figura 4.22. Analise da producao de IL-10 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-10 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de IL-10 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producdo de IL-10 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Produgdo de IL-10
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.10. Anélise da produgdo de IL-13.

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada quanto a
producéo de IL-13 em resposta ao M. leprae, P.C.I e ao P.C.II entre os dois diferentes
tempos (Figura 4.23. A). Embora, dois contatos domiciliares tenham aumentado a
producdo de IL-13 em resposta ao M. leprae em T1, seis contatos apresentaram uma
diminuicdo da producdo de IL-13 em T1 (Figura 4.23. B). Embora um mesmo contato
tenha aumentado a producdo de IL-13 em resposta ao P.C.l1 e ao P.C.Il em T1, dois
contatos apresentaram uma queda da producdo de IL-13 em resposta ao P.C.I em
T1(Figura 4.23. C) e quatro também apresentaram uma queda da producéo de IL-13 em
resposta ao P.C.Il em T1(Figura 4.23. D)
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Figura 4.23. Analise da producao de IL-13 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-13 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de IL-13 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producdo de I1L-13 por CMS estimuladas com P.C.| de cada contato em TO e T1. D) Produgéo de IL-13
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.11. Andlise da producdo de IL-7.

N&o houve diferenca na producdo de IL-7 em resposta ao M. leprae, P.C.I e
P.CIl entre TO e T1(Figura 4.24. A). Com o gréfico de comportamento individual
observamos uma diminuicao da producao de IL7 de um unico contato (C9) em resposta
ao M. leprae em T1(figura 4.24. B), esse mesmo contato também apresentou uma
queda da producdo de IL-7 em resposta ao P.C.Il em T1(Figura 4.24. D). Apenas o C2
produziu IL-7 em resposta ao P.C.I em TO, entretanto nenhuma producéo de IL7 foi
observada em T1(Figura 4.24. C).
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Figura 4.24. Andlise da producdo de IL-7 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-7 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de IL-7 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Produgéo de IL-7 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Produc&o de IL-7 por
CMS estimuladas com P.C.Il de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.12. Andlise da producéo de IL-17

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada na producgéo de
IL-17 em resposta ao M. leprae, P.C.I e P.C.Il entre TO e T1(Figura 4.25. A). No
grafico onde é possivel observar o comportamento individual, notamos que apenas um
contato (C1) aumentou a producdo de IL17 em resposta ao M. leprae em T1(Figura
4.25. B) e apenas dois contatos aumentaram a producdo de IL17 em resposta ao PCl e

trés contatos ao P.C.1l em T1(Figura 4.25. C e 4.25. D), respectivamente.
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Figura 4.25. Anélise da producdo de IL-17 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de IL-17 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de IL-17 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Produgéo de IL-17 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de IL-17
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9.
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4.4.13. Andlise da producdo de MCP-1.

Interessantemente, um aumento significativo da producdo de MCP-1 em
resposta ao M. leprae e ao P.C.Il em T1 pode ser observado na Figura 4.26. A.
Observando o comportamento individual, sete dos nove contatos domiciliares
analisados aumentaram a producdo de MCP-1 em resposta ao M. leprae em T1 (Figura
4.26. B) e seis dos nove contatos apresentaram um aumento de MCP-1 em resposta ao
P.C.1 (Figura 4.26. C) e ao P.C.Il em T1(Figura 4.26.D).
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Figura 4.26. Andlise da produc¢do de MCP-1 por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de MCP-1 por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Produgdo de MCP-1 por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Produgéo de MCP-1 por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producdo de MCP-
1 por CMS estimuladas com P.C.1I de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9. *p < 0,05.
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4.4.14. Andlise da producdo de MIP-1.

Um aumento significativo da producdo de MIP-1B em resposta ao M. leprae em
T1 pode ser observada na Figura 4.27. A. Em resposta ao P.C.I e ao P.C.11 ndo houve
diferenga significativa da produgédo de MIP-1p entre TO e T1. Dos nove contatos
domiciliares analisados, sete apresentaram um aumento da produgdo de MIP-18 em
resposta ao M. leprae em T1 (Figura 4.27. B), quatro apresentaram um aumento de
MIP-1B em resposta ao P.C.I em T1 (Figura 4.27. C) e cinco em resposta ao P.C.II em
T1 (Figura 4.27. D).
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Figura 4.27. Analise da producdo de MIP-1B por células mononucleares de sangue periférico
(CMS) de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de MIP-1p por CMS estimuladas com M.
leprae, P.Cl e P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de MIP-1B por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producdo de MIP-1B por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producdo de MIP-
1B por CMS estimuladas com P.C.I1 de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9. *p < 0,05.

76



4.4.15. Anélise da produgéo de G-CSF.

A producdo de G-CSF em resposta ao M.leprae, P.Cl e P.C.1I nos dois diferentes
tempos avaliados pode ser observada na Figura 4.28. A. Um aumento significativo foi
observado na producdo de G-CSF em resposta ao P.C.Il em T1. E possivel observar que
quatro contatos aumentaram a producdo de G-CSF em resposta ao M.leprae (Figura
4.28. B). Seis dos nove contatos analisados aumentaram a producdo de G-CSF em T1

em resposta ao P.C.I (Figura 4.28.C) e ao P.C.II (Figura 4.28. D).
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Figura 4.28. Andlise da producéo de G-CSF por células mononucleares de sangue periférico (CMS)
de contatos de pacientes multibacilares. A) Producéo de G-CSF por CMS estimuladas com M. leprae,
P.Cl e P.C.I em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha representa a
mediana. B) Producdo de G-CSF por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em TO e T1. C)
Producdo de G-CSF por CMS estimuladas com P.C.I de cada contato em TO e T1. D) Producéo de G-CSF
por CMS estimuladas com P.C.II de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe I. P.C.1I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de
classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha. Contatos que ndo foram

vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9. *p < 0,05.
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4.4.16. Anélise da producdo de GM-CSF.

Finalmente, avaliamos a producdo de GM-CSF e um aumento significativo pode
ser observado na producdo deste fator de crescimento em resposta ao P.C.I em T1
(Figura 4.29. A). Dos nove contatos domiciliares analisados, quatro apresentaram um
aumento da producdo de GM-CSF em resposta ao M. leprae em T1 (Figura 4.29. B) e
seis apresentaram um aumento em resposta ao P.C.l (Figura 4.29. C) e cinco contatos

domiciliares ao P.C.11 no T1(Figura 4.29D).
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Figura 4.29 . Andlise da producdo de GM-CSF por células mononucleares de sangue periférico
(CMYS) de contatos de pacientes multibacilares. A) Producdo de GM-CSF por CMS estimuladas com
M. leprae, P.Cl e P.C.Il em TO e T1. Cada ponto preto representa um contato e a linha vermelha
representa a mediana. B) Producdo de GM-CSF por CMS estimuladas com M. leprae de cada contato em
TO e T1. C) Produgdo de GM-CSF por CMS estimuladas com P.C.l de cada contato em TO e T1. D)
Producéo de GM-CSF por CMS estimuladas com P.C.1l de cada contato em TO e T1. P.C.I - peptideos
M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I. P.C.II - peptideos M. leprae especificos
apresentados via MHC de classe Il. Contatos PGL-I positivo foram identificados pela cor vermelha.

Contatos que ndo foram vacinados com BCG em TO foram identificados pela cor amarela. n = 9. *p <

0,05.
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Uma visdo geral da producdo das diferentes citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento nos dois tempos estudados, mediantes ao estimulo com M. leprae,
comparando os tempos TO e T1 para cada contato estudado se encontra representada na
Tabela 4.5. Na Tabela 4.6 podemos observar quais dos individuos apresentaram um
aumento da producdo desses mediadores em resposta ao P.C.I e na Tabela 4.7
observamos 0s contatos que apresentaram aumento desses mediadores em T1 frente ao
estimulo com o P.C.II. As células da tabela representadas em cinza indicam aumento da
producdo em T1 quando comparado com TO. As citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento que nao apresentaram aumento em T1 estdo representadas por células
brancas.

Nas tabelas podemos observar que a maioria dos contatos apresentou em T1 um
aumento das citocinas caracteristicas do perfil Thl, fatores de crescimento e
qguimiocinas em resposta a0 M. leprae e ao peptideos M. leprae especificos.
Essencialmente ndo foi observado aumento de IL-7 e IL17 em T1 para nenhum dos
estimulos utilizados. A maioria dos contatos ndo apresentou aumento da producdo de
citocinas caracteristicas do perfil Th2. Avaliando o fato do aumento das frequéncias dos
fenotipos estudados, e esse aumento em T1 principalmente das citocinas do perfil Thl s
e dos fatores de crescimento, observamos mais uma vez o importante papel da
vacinacdo com BCG e do tratamento do caso indice nesse grupo de individuos mais

expostos ao M. leprae.
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Tabela 4.5. Visédo global do aumento de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em resposta ao M. leprae em T1(comparando T1 em
relacdo ao TO) de cada contato domiciliar incluido no estudo.

M. leprae

Contatos IEFN-y | TNF-a | IL-1B IL-2 | IL-6 | IL-7 IL-12 | IL-17 | G-CSF | GM-CSF MCP-1 MIP-18 | IL-4 | IL-5 | IL-10 | IL-13

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

Células na cor cinza representam as citocinas, quimiocinas e os fatores de crescimento que aumentaram em T1 frente ao estimulo com M. leprae. Os mediadores que ndo
aumentaram em T1 estdo representados pelas células na cor branca.

Tabela 4.6. Visdo global do aumento de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em resposta ao P.C.1 em T1(comparando T1 em relacdo
ao TO) de cada contato domiciliar incluido no estudo.

P.C.I

Contatos IFN-y | TNF-a | IL-1B IL-2 | IL-6 IL-7 IL-12 | IL-17 | G-CSF | GM-CSF MCP-1 MIP-18 IL-4 | IL-5 | IL-10 | IL-13

C1

Cc2

C3

C4

C5

C6

c7

C8

C9
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Células na cor cinza representam as citocinas, quimiocinas e os fatores de crescimento que aumentaram em T1 frente ao estimulo com P.C.I. Os mediadores que nédo

aumentaram em T1 estdo representados pelas células na cor branca. .P.C.I - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I.

Tabela 4.7. Visdo global do aumento de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em resposta ao P.C.11 em T1(comparando T1 em relacéo

ao TO) de cada contato domiciliar incluido no estudo.

P.C.I

Contatos

IFN-y

TNF-a

IL-1B

IL-2

IL-6

IL-7

IL-12

IL-17

G-CSF

GM-CSF

MCP-1

MIP-1B

IL-4

IL-5

IL-10

IL-13

C1

Cc2

C3

C4

C5

C6

c7

C8

C9

Células na cor cinza representam as citocinas, quimiocinas e os fatores de crescimento que aumentaram em T1 frente ao estimulo com P.C.Il. Os mediadores que nao

aumentaram em T1 estdo representados pelas células na cor branca.. P.C.11 - peptideos M. leprae especificos apresentados via MHC de classe I1.
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4.5. Analise de subpopulagdes linfocitarias produtoras de IFN-y ou 1L-10 em leséo

de pele de pacientes com hanseniase multibacilar.

Identificar os fendtipos celulares presentes em lesdes de pele de individuos ja
com a doenca ativa, nos fornece informacgdes relevantes na compreensdo dos
mecanismos envolvidos na modulagdo negativa da resposta imune sofrida pelos
contatos domiciliares de pacientes multibacilares, assim como, o papel desses fendtipos
celulares no processo de evolucdo da fase latente para a doenca ativa nesses individuos
superexpostos ao M. leprae. Além de determinarmos as frequéncias de linfdcitos T no
sangue periférico de contatos em dois diferentes tempos de exposicdo ao bacilo,
iniciamos a etapa para determinacdo das frequéncias de linfécitos T CD4" e CD8"
produtores de IFN-y ou IL-10 por citometria de fluxo em lesdes de pele de pacientes
com hanseniase multibacilar. Inicialmente recrutamos dois pacientes com a forma
borderline lepromatosa (BL) da hanseniase, por apresentarem uma maior quantidade de
linfécitos no infiltrado infalatério da lesdo, ao contrario de um paciente LL onde em
suas lesdes observamos uma maior concentracdo de macrofagos. Os pacientes possuem
idades de 38 e 64 anos e ambos com IB = 3,5. Fragmentos de pele de aproximadamente
seis milimetros (mm) obtidos por bidpsia foram cortados em duas partes, sendo uma
delas rotineiramente processada para fins de diagndstico (embebida em parafina e
corada com hematoxilina-eosina e pelo método de Wade para deteccdo de bacilos
alcool-acido resistentes - BAAR) e a outra parte foi dissociada mecanicamente com o
auxilio de um bisturi. Ap6s a dissociacao e tratamento enzimatico e lavagens, as células
foram contadas, no qual obtivemos cerca de 4x10° células em um Unico fragmento de
pele. Em seguida, as células foram plaqueadas e as moléculas de superficie, assim como
as citocinas intracelulares foram marcadas com anticorpos especificos e avaliadas por
citometria de fluxo.

Na Figura 4.30 A e B observamos as imagens feitas por microscopia optica da
lesdo de pele onde a coloragdo com hematoxilina/eosina foi utilizada. A seta indica um
infiltrado com a presenca de linfocitos e macrofagos espumosos (Figura 4.30 A).Na
Figura 4.30. B é possivel observar um aglomerado de linfdcitos na lesdo (indicado pela
seta). Na figura 4.30 C, através da coloracdo de WADE podemos observar a presenca
de BAAR em sua maior parte fragmentados, no interior dos macrofagos. Além disso, €
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possivel observar também um acumulo de linfocitos nesta regido, que sdo tipicamente

encontrados em lesdo de pele de pacientes que apresentam a forma clinica BL.

Figura 4.30. Histopatologia da lesdo de pele de paciente com hanseniase multibacilar. Células
provenientes de fragmentos de pele, obtidos por bidpsia, de pacientes BL foram coradas como descrito
em materiais e métodos e fotografadas com microscépio dptico. A e B) coloragdo hematoxilina e eosina.

Aumento de 200x. C) coloracdo por WADE. Aumento de 1000x. Dados representativos de 2 pacientes.

Na Figura 4.31 observamos as frequéncias de células obtidas por citometria de
fluxo. Inicialmente, os aglomerados de células foram excluidos utilizando os parametros
de tamanho FSCA x FSCH (Figura 4.31.A). Em seguida, selecionamos a regido das
células positivas para CD45 (Figura 4.31.B), que é um antigeno linfocitario comum e a
partir dessa regido os parametros de complexidade e granulosidade celular (SSC-A) e
tamanho (FSCA) foram utilizados para selecionar a regido de anélise de linfdcitos T
(Figura 4.31. C). As frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" da lesdo de pele podem
ser observadas na Figura 4.31. D. Notamos que a frequéncia de linfocitos CD8" é muito
superior aos linfécitos CD4", corroborando com os dados publicados previamente na
literatura (Mehra e Modlin., 1990). Neste paciente encontramos uma frequéncia de

0,03% linfocitos TCD4" na lesdo. Por outro lado, a frequéncia de células CD8" foi de
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66,7% nesta mesma lesdo. Como a frequéncia de linfocitos CD4" foi muito baixa,
identificamos apenas os linfocitos T IFN-y" e IL-10" na populagdo de linfocitos T
CD8". As frequéncias de linfocitos T CD8" IFN-y" podem ser observadas na Figura
4.31.E e frequéncia de linfocitos T CD8" IL-10" podem ser observadas na Figura
4.31.F com seus respectivos controles de isotipo (Figura 4.31.G). A frequéncia de
linfocitos T CD8" IFN-y* foi de 0,21% e a de linfocitos T CD8" IL10" foi de 0,36%.
Particularmente, esses linfocitos T CD8" parecem estar produzindo outros mediadores
diferente das citocinas IFN-y ¢ IL-10. Como tivemos apenas dois pacientes até o
momento, outros individuos precisam ser recrutados e outras moléculas analisadas para
uma investigacdo mais detalhada do fenétipo e dos mediadores produzidos por esses
linfécitos TCDS".
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Figura 4.31. Andlise de subpopulagdes linfocitarias produtoras de IFN-y ou IL-10 em lesdo de pele
de pacientes com hanseniase multibacilar. Células provenientes de fragmentos de pele, obtidos por
bidpsia, de pacientes BL foram dissociadas e analisadas por citometria de fluxo como descrito em
materiais e métodos. A) Exclusdo de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-A x FSCH. B)
Identificagdo da populagio CD45". C) A partir da identificacdo da populacdo CD45" a regifo de
linfocitos T foi realizada utilizando os parametros SSC-A x FSC-A. D) Ildentificacdo de linfécitos T CD4
e CD 8'. E) Linfdcitos T CD8" produtores de IFN-y. F) Linfocitos T CD8" produtores de IL-10. D)

controles de isotipo para IFN-y e 1L-10. Dados representativos de 2 pacientes.
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5. DISCUSSAO

A modulacdo negativa da resposta imune efetora ao M. leprae, em consequéncia
do estimulo continuo e prolongado do sistema imune pelo patégeno eliminado pelo
caso-indice, € uma possivel explicacdo para o conhecido alto risco de contatos
domiciliares de pacientes multibacilares evoluirem da infeccdo latente para a para a
doenca ativa (53), (125). Entender os mecanismos envolvidos na modulacdo negativa da
resposta imune sofrida por estes individuos superexpostos ao M. leprae foi o que nos
levou a dar inicio a este trabalho. O entendimento destes mecanismos podera contribuir
para 0 desenvolvimento de ferramentas que possibilitem identificar individuos
infectados antes das manifestagdes clinicas da doenca, contribuindo de maneira
significativa para a interrupcdo da cadeia de transmissdo. Para tal, foi realizado um
estudo prospectivo da caracterizacdo da resposta imune celular M. leprae-especifica in
vitro de contatos domiciliares de pacientes com hanseniase multibacilar.  Esta
caracterizacdo consistiu na determinacdo das frequéncias de populagdes de linfocitos T
CD4" e CDS8" virgens, de memoria central e de memdria efetora antigeno-especificas
recém-ativadas no sangue periférico, assim como na quantificacdo dos niveis de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento secretados por CMS apds estimulacéo in
vitro, comparando dois momentos distintos de exposi¢do ao bacilo: no inicio (T0) e ao
longo do tratamento (T1) do caso indice. Também estabelecemos um protocolo para
isolar e caracterizar fenotipicamente células presentes na lesdo cutanea de pacientes BL
com a finalidade de caracterizar os mecanismos de supressdo da resposta imune celular
M. leprae-especifica observada nestes individuos.

Um total de 9 contatos foram incluidos no estudo (C1 a C9). Seguindo a
recomendacdo da portaria do Ministério da Saude de1991, 7 deles foram vacinados com
BCG em TO porque apresentavam menos de duas cicatrizes vacinais. Nestes individuos
as alteracOes observadas em T1 em relagdo a TO seriam, assim, decorrentes tanto da
vacinacdo com BCG como da diminuicdo da superexposicdo ao bacilo vivo em
decorréncia do tratamento do caso indice. Ja C6 e C9 ndo foram revacinados porque ja
apresentavam duas cicatrizes. Dessa forma, foi possivel avaliar nestes dois individuos o
efeito isolado do tratamento do caso indice e consequente eliminagdo da fonte de M.

leprae vivo no ambiente nas mudancas dos parametros imunologicos avaliados em T1.

A descoberta e elucidacdo da estrutura quimica do PGL-1 em 1981 (33), e a

descoberta de sua propriedade antigénica em 1982 (126) inovou a pesquisa da
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hanseniase. A presenca de anticorpos contra PGL-1 em contatos indica a disseminacao
do bacilo em areas endémicas (43), (127), (128), (129), estando também essa
positividade soroldgica ao PGL-I relacionada com a carga bacilar do individuo (42).
Em 2004, Douglas e colaboradores acompanharam durante 6 anos contatos de pacientes
com hanseniase. Neste trabalho os autores demonstraram que o risco de desenvolver a
hanseniase (multibacilar ou paucibacilar) é 7,2 vezes maior em contatos com sorologia
positiva para o PGL-1 quando comparado com contatos soronegativos, aumentando
ainda em 24 vezes mais o risco de desenvolver a forma multibacilar da doenca (127).
No presente estudo, dos 9 contatos avaliados quanto a presenca de anticorpos IgM anti-
PGL-I no soro, C3, C5 e C7 apresentaram sorologia positiva para o PGL-1 em T0 e
permaneceram positivos em T1. No entanto no que concerne aos fendtipos celulares
ativados in vitro, apés estimulo com M. leprae, ndo foi possivel observar diferencas
entre contatos PGL-I" e PGL-I". Numa proxima etapa do trabalho, iremos aumentar o

namero de individuos a serem estudados a fim de confirmamos essas informacGes.

Determinamos, por analise através de citometria de fluxo, as frequéncias de
linfocitos T CD4" e CD8" totais no sangue periférico destes individuos. Aparentemente
observamos variacdes nas frequéncias dessas células no sangue periférico entre os
contatos e entre TO e T1. Entretanto, como avaliamos apenas as frequéncias de células T
CD4" e CD8" em relacdo a populacdo de linfocitos totais, na continuidade deste
trabalho sera incluida a realizagdo de um hemograma para avaliar como estas
frequéncias se expressam em numeros totais de células T CD4" e CD8" nestes
individuos.

Numa primeira etapa do trabalho avaliamos, por citometria de fluxo, as
frequéncias de linfdcitos virgens, de memdria central e de meméria efetora M. leprae-
especificos nos dois diferentes momentos. O conjunto de células T de memdria funciona
como um repositorio dinamico de linfécitos T antigeno-especificos que se acumula ao
longo da vida do individuo (130). A imunidade prolongada esta a cargo das células de
memoria central, enquanto as células de memoria efetora se diferenciam a partir destas
na presenca do antigeno para desempenhar uma funcdo efetora imediata (131). As
células T de memodria efetora recirculam através de tecidos ndo linfoides e
curiosamente, essas células mantém constitutivamente elevadas as suas funcdes efetoras
como, por exemplo, atividade citolitica, entre as células T CD8", sendo ativadas

rapidamente sem a necessidade de um periodo de rediferenciacdo (132). Independente
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do estimulo, as maiores variacdes de frequéncia entre TO e T1 foram encontradas na
subpopulacdo de células T de memoria efetora. Isto era esperado, uma vez que
estavamos analisando um grupo de individuos sabidamente expostos ao M.leprae.

N&o encontramos diferenca estatisticamente significativa entre as medianas das
frequéncias de células de memdria central e de memoria efetora respondedoras quando
avaliamos a resposta ao SEB nos contatos domiciliares em TO e T1. Ao contrario, em
seis contatos domiciliares analisados, cinco apresentaram um aumento da frequéncia de
células CD4" de memoria efetora em resposta a, pelo menos, um dos antigenos de M.
leprae utilizados. Os mesmos cinco contatos também mostraram aumento da frequéncia
de células CD8" de memoria efetora especificas para P.C.1. A ativagdo das células CD8"
por esse conjunto de peptideos nondmeros de M. leprae, era esperada em funcdo do
reconhecimento preferencial destes peptideos por MHC de classe I. Neste grupo de
contatos também se observou aumento da frequéncia de células T CD4" e CD8" de
memoria central, especificas a pelo menos um dos antigenos de M. leprae, mas de
forma menos expressiva. Entre estes cinco contatos, quatro haviam recebido a BCG em
TO (C1, C5, C7, C8) e dentre estes quatro, dois eram positivos para a presenca de
anticorpos anti-PGL-I (C5 e C7). O quinto contato (C6) ja apresentava duas cicatrizes
vacinais e ndo havia sido vacinado em TO, sendo também negativo para a sorologia anti-
PGL-I. O C4, vacinado com BCG em TO e PGL-I negativo, ndo mostrou aumento na
frequéncia de células T CD4" e/ou CD8" no sangue periférico especificas para nenhum
dos antigenos de M. leprae utilizados. O fato de ndo termos encontrado diferenca nas
frequéncias de linfocitos T CD4" e CD8" entre os dois tempos em resposta ao SEB e
observarmos um aumento das frequéncias de memaria central e de meméria efetora em
resposta ao M. leprae e principalmente ao conjunto de peptideos especificos do M.
leprae demonstram que o aumento nas frequéncias dessas células observadas em T1 é
em resposta especificamente ao M. leprae.

E importante lembrar que os peptideos utilizados no nosso estudo ndo sio
compartilhados com BCG. Assim, poderiamos sugerir que o aumento de linfécitos T
CD4" e CD8" peptideos-especificos observado em T1 poderia ser favorecido por dois
fatores: 1) recuperacao da resposta imune por conta da diminuigéo da superexposi¢éo ao
M. leprae em consequéncia do tratamento do caso indice; e 2) efeito adjuvante
inespecifico da vacina BCG nos contatos vacinados. Lima e colaboradores ja haviam
observado um aparente efeito similar da vacina BCG em contatos de pacientes
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multibacilares. Neste estudo os autores demonstraram que apos a vacinagdo com BCG,
0s contatos aumentaram a producdo de IFN-y em resposta a um antigeno compartilhado
com outras micobactérias (Complexo 85) e em resposta a uma proteina especifica do M.
leprae (MMP-I), demonstrando a estimulagéo inespecifica pela BCG do sistema imune
(104). Este efeito imunomodulador do BCG também € bem exemplificado na sua
utilizacdo no tratamento de tumores (133).

Particularmente chama a atencdo o aumento das frequéncias de células CD8" de
memoria efetora especificas para P.C.I observada nos contatos em T1 pela possivel
contribuicdo destes linfocitos no controle da infeccdo micobacteriana. Dados da
literatura tém demonstrado que as células T CD8" complementam a a¢do das T CD4" na
imunidade protetora contra a infeccdo com bactérias intracelulares (134). As células T
CD8" medeiam a protecdo através da secrecdo de citocinas do perfil T heper 1(Th1)
e/ou pela lise das células infectadas do hospedeiro. Através dessa lise a bactéria
intracelular € liberada, reduzindo o reservatorio de células infectadas e permitindo que
os macrofagos ativados capturem e matem o bacilo (1). Células T CD8" possuem uma
ou mais moléculas com propriedades microbicidas em seus granulos citotoxicos que séo
capazes de matar diretamente 0 Mycobacterium tuberculosis ((135). As subpopulacdo
de células T CD8" expressam coordenadamente CCL5, perforina e granzima como um
mecanismo do hospedeiro para atrair os macrofagos infectados e matar a bactéria
intracelular (136). A importancia de células T CD8" de memoria efetora no controle da
infeccdo por M. tuberculosis foi demonstrada de forma muito elegante em pacientes
com artrite reumatoide tratados com imunoterapia anti-TNF-o (137). A reativagdo da
tuberculose nos individuos com tuberculose latente se encontra 5 vezes aumentada
naqueles em tratamento com imunoterapia anti-TNF-o (138) Neste trabalho, a causa
desta reativacdo foi explicada pela reducdo nestes individuos de uma populacdo de
células T CD8" de memdria efetora com atividade microbicida contra o M. tuberculosis,
demonstrando, assim, a importancia de células T CD8" na defesa do hospedeiro contra o
M. tuberculosis.

O peptideo p69 derivado da proteina ML1419c € um dos 4 peptideos que
compdem o P.C.l. Num estudo com individuos residentes em Fortaleza, CE, (124), ja
haviam observado que 80 e 90% dos contatos de pacientes multibacilares e
paucibacilares, respectivamente, eram capazes de reconhecer este antigeno produzindo
IFN-y em resposta ao mesmo. Num trabalho recente, Geluk e col., 2011 estudaram o
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papel in vivo e o perfil funcional de células T CD8" p69 especificas restritas por HLA-
A*0201, utilizando camundongos transgénicos HLA-A*0201. Células T CD8"
especificas para p69 geradas ap6s imunizacdo dos camundongos com o peptideo foram
capazes de matar esplendcitos ativados com p69 in vivo. A funcao citotoxica das células
T CD8" p69-especificas também foi comprovada infectando esplendcitos in vitro com
Mycobacterium smegmatis expressando a proteina ML1419C. Essas células foram
capazes de matar 95% das micobactérias intracelulares expressando ML1419c,
enquanto nenhuma reducdo foi observada quando o M. smegmatis selvagem foi
avaliado. Dessa forma, os autores propdem que as células T CD8" p69-especificas
geradas durante a infecgdo natural pelo M. leprae sejam capazes de matar in vivo
células infectadas com M. leprae e contribuir para reduzir a carga bacilar em individuos
infectados (139). Assim, baseados nas consideracdes acima, poderiamos sugerir que as
células CD8" especificas para P.C.I, expandidas com o tratamento do caso indice e apos
vacinacdo com BCG nos contatos domiciliares, poderiam desempenhar um papel
importante no controle da infecgdo latente em individuos expostos ao M. leprae. Um
estudo detalhado do perfil funcional das células CD8" especificas para P.C.I seria de
grande relevancia para o entendimento da resposta imune protetora na hanseniase, com
potencial aplicacdo no desenvolvimento de vacinas mais eficazes para o controle da
doenca.

Partimos, numa etapa seguinte, para a analise da frequéncia de linfocitos T CD4"
elou CD8" produtores de IFN-y e/ou IL-10 entre TO e T1 nos seis contatos
anteriormente avaliados. A producdo de IFN-y em resposta aos antigenos de M. leprae
€ uma maneira de se mensurar a capacidade de um individuo em montar uma resposta
imune efetora contra o patdgeno (140). Também, Sampaio e col., 1991 demonstraram
gue a auséncia de resposta imune ao M. leprae entre pessoas expostas ao bacilo,
avaliada através da producdo de IFN-y, poderia ser preditivo de susceptibilidade a
hanseniase (103). Em outro trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo, onde
individuos com diferentes historicos de exposicdo ao M. leprae foram analisados,
observamos que a evolucdo da infecgdo latente para a doenca ativa esta intimamente
relacionada com uma progressiva reducdo na producdo de IFN-y patdgeno-especifico
por CMS em paralelo com um aumento da carga bacilar nos individuos infectados. Por
outro lado, varios estudos tem demonstrado o aumento de células T antigeno especificas

produtoras de IFN-y ap6s vacinacdo com BCG (141), (142), (143)(144). Assim,
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esperavamos observar em T1 um aumento da frequéncia de linfécitos T CD4" efou
CD8" IFN-y" nos contatos em resposta a vacinagdo com BCG associado ao tratamento
do caso indice, pelo menos em reposta ao M. leprae, uma vez que este compartilha
muitos antigenos com BCG. J4, ao contrario das células T produtoras de IFN-y, nossa
hipdtese inicial era de que pudessemos encontrar nos contatos uma maior frequéncia de
células T produtoras de 1L-10 em TO, observando um decréscimo das mesmas ao longo
do tratamento do caso indice e ou vacinagdo com BCG. Uma série de estudos anteriores
indica um papel regulador importante da IL-10 produzida por células T CD4 nao
reguladoras sobre a funcdo efetora promovida pelo IFN-y na toxopasmose e
leishmaniose (114), (115). Assim, imaginamos que células com fendtipo funcional
similar poderiam estar contribuindo para a supressdo da resposta imune patgeno-
especifica observada em individuos infectados com alta exposicdo ao M. leprae.
Contudo, no grupo de voluntarios analisados, ndo foram observadas diferencas
significativas nas frequéncias de linfocitos T CD4" ou CD8" produtores de IFN-y ou IL-
10 pré e poés-vacinacdo com BCG, para o tamanho atual da amostra populacional.
Linfécitos T CD4" e CD8" antigeno-especifico produtores de IFN-y foram observadas
por Spencer e colaboradores em 2005 em individuos com a forma tuberculéide da
hanseniase, utilizando metodologia idéntica (124). Quanto aos linfdcitos produtores de
IL-10, diversos fendtipos celulares, como os linfécitos T e B reguladores, podem estar
igualmente envolvidos na regulacdo negativa da resposta imune sofrida por esses
individuos superexpostos ao M. leprae que precisam ser investigadas em analises
futuras.

A fim de complementar esta analise, numa etapa seguinte, mensuramos um
painel de citocinas pr6 e anti-inflamatorias, quimiocinas e fatores de crescimento
secretados por CMS em resposta aos estimulos M. leprae, P.Cl ou P.C.1I nos seis
contatos inicialmente incluidos acrescidos de mais trés individuos (C2, C3 e C9) em TO
e T1. C2 e C3 foram vacinados com BCG em TO e apresentavam sorologia negativa e
positiva pra PGL-I, respectivamente. J4 0 C9, & semelhanca do C6, ndo foi vacinado em
TO porque ja apresentava duas cicatrizes vacinais. Para tal, utilizamos sobrenadantes de
células estimuladas por 5 dias e um kit de ensaio multiplex destinado a determinacéo
quantitativa simultanea de 17 moléculas distintas.

De um modo geral, nossos resultados corroboram dados recentes da literatura
que mostram uma producdo aumentada de citocinas, quimiocinas e fatores de
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crescimento por células sanguineas de individuos vacinados com BCG (145), (146),
(147). Estes trabalhos utilizaram ensaios que permitiram a quantificacdo simultanea de
até 42 mediadores e mostraram a indugéo pela vacina de um perfil complexo que varia
com a populacéo estuda.

Foi possivel observar um aumento da secrecdo de IFN-y, citocina produzida por
células Thl, em T1 na maioria dos contatos analisados. Este resultado era esperado,
uma vez que M. leprae e BCG compartilham muitos antigenos e a vacinagcdo com BCG
induz em adultos uma resposta tipicamente com perfil Th1(148). Os niveis de IFN-y
aumentaram em 6 dos nove contatos em resposta ao M. leprae, apesar da comparagdo
entre as medianas de TO e T1 ndo se mostrarem estatisticamente diferentes. O contato
C4, que ja ndo havia respondido nas andlises de frequéncias de células T realizadas
anteriormente, também ndo produziu IFN-y em resposta ao M.leprae. De forma
interessante, 0 C6 e o C9, os unicos que nao foram vacinados com BCG em TO,
mostraram niveis de producdo de IFN-y diminuidos em T1 quando comparados com TO,
sugerindo que o aumento da producdo de IFN-y observado nos outros contatos em T1
em resposta ao M. leprae teve essencialmente a contribuicdo da vacina BCG. Alguns
contatos responderam com aumento de producdo de IFN-y em T1 em resposta aos dois
conjuntos de peptideos M. leprae especificos, reforcando o efeito adjuvante inespecifico
da vacina previamente descrito (104). Ainda em relacdo a citocinas que caracterizam
uma resposta Thl, foi interessante observar que 4 dos 7 contatos vacinados com BCG
mostraram aumento pronunciado na producdo de IL-12 em resposta a P.C.I, dos quais
trés também mostraram niveis aumentados de IFN-y em resposta a este mesmo
estimulo.

Consistente com a geracdo de um perfil de resposta imune Thl induzida pela
vacina BCG, foi possivel observar uma diminuicdo da produgdo ou auséncia de
alteracdo nos niveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, citocinas classicas do perfil Th2, em
resposta ao M. leprae e ao P.C.l1 ou ao P.C.1l em T1 em varios dos contatos analisados.

Citocinas caracteristicas do perfil Thl como IFN-y e IL-12 sdo essenciais para a
imunidade protetora contra as micobactérias (149). A geracdo de uma resposta Thl pelo
BCG nos contatos vacinados confirma dados anteriores e reforga a eficacia da vacina
em proteger contra a forma multibacilar da hanseniase. Em um estudo de
acompanhamento de contatos de pacientes com hanseniase, onde 5376 contatos foram
acompanhados, Duppre e colaboradores demonstraram que a administracdo da vacina
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BCG subsequente ao diagnostico do caso indice foi eficiente em reduzir o risco de
adoecimento entre o0s contatos de pacientes com hanseniase (referéncia). A geracdo de
uma resposta Thl-micobactéria especifica pela vacinagdo com BCG poderia, por sua
vez, acelerar o aparecimento de sintomas em individuos com infeccdo latente PGL-I
positivos. Isto poderia explicar dados recentemente publicados que indicam que 0s
contatos com sorologia positiva para 0 PGL-I vacinados com BCG no diagndstico do
caso indice tem um risco maior de evoluir para a doenga ativa quando comparados com
0s contatos com sorologia positiva para o PGL-1 que ndo foram vacinados (150).

As citocinas pré - inflamatérias TNF-a, IL-1 B e IL-6, e as quimiocinas MCP-
1 e MIP-1B mostraram aumentos consistentes na maioria dos contatos em resposta ao
M. leprae e a pelo menos um dos conjuntos de peptideos especificos do M. leprae em
T1, observando-se diferencas significativas nos niveis secretados de IL-6, MCP-1 e
MIP-1B. A produgdo de TNF-a mostrou uma forte similaridade com a de IFN-y, com
um perfil essencialmente idéntico entre os contatos avaliados. Esta observacao pode ser
um indicativo da inducdo pela vacinacdo com BCG de células T polifuncionais
produzindo simultaneamente IFN-y e TNF-a potencialmente importantes na protecao
contra M. tuberculosis (151), (152), (138). A importancia do TNF-a no controle de
infecgBes causadas por micobactérias foi demonstrada em inimeros trabalhos. O alto
risco de reativacdo da tuberculose em pacientes com artrite reumatéide com tuberculose
latente sob terapia com anticorpos anti-TNF-o demonstrou o papel fundamental desta
citocina no controle da infeccdo na tuberculose humana (138). O TNF-ao. pode ser
produzido por uma variedade de células do sistema imune, incluindo macro6fagos,
neutrdfilos, células dendriticas e linfécitos T e apresenta multiplas funcdes. Além de sua
participacdo na ativacdo de mecanismos microbicidas dos macrofagos e indugdo de
quimiocinas, o TNF-a tem sido proposto como importante mediador na formacéo e
manutencdo da integridade do granuloma (149). Na hanseniase especificamente,
estudos genéticos vem mostrando uma associacao entre polimorfismos no gene do TNF-
o com susceptibilidade & doenca per se, evidenciando a importancia desta citocina na
resposta imune protetora contra o M. leprae (153).

A IL-1B é produzida principalmente por macréfagos e sua importancia no
controle da infeccdo micobacteriana foi bem demonstrada no modelo murino de

tuberculose (154). Camundongos deficientes em IL-1 apresentam grande
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susceptibilidade a infec¢do por M. tuberculosis, contudo o mecanismo utilizado por esta
citocina para limitar o crescimento micobacteriano em animais selvagens ainda é
desconhecido. Ja em seres humanos, o envolvimento da IL-1 no controle da infeccéo
pelo M. tuberculosis tem sido demonstrada por estudos genéticos que indicam
associacdo entre polimorfismos nos genes IL-1 e seu receptor IL-1R e susceptibilidade a
tuberculose (154). A IL-6, produzida principalmente por macréfagos e linfécitos, é
fortemente induzida durante a infeccdo micobacteriana e tem fungdo complexa na
modulacdo da resposta imune a estes patdgenos. A presenca de IL-6 parece ser
necessaria na geracdo de uma resposta imune celular protetora anti-micobacteriana
durante a vacinagao/infecgéo (154).

As quimiocinas MCP-1 e MIP-1p, da familia CC, também mostraram aumento
significativo em T1 quando comparado a TO. De um modo geral as quimiocinas tem
um papel importante no recrutamento de células inflamatorias (mondcitos, células
dendriticas, linfécitos T e células “natural Killer”) para o sitio da infec¢do, na formacédo
e manutencdo do granuloma e modulacdo da resposta imune local (155). A produgéo
destas e outras quimicionas durante a infeccdo por micobactérias, assim como sua
producdo aumentada em individuos vacinados com BCG ja havia sido relatada
previamente (155), (146), (145).

Também observamos diferencas significativas nos niveis dos fatores de
crescimento G-CSF e GM-CSF que se mostraram aumentados em T1 em resposta aos
estimulos M. leprae-especificos P.C.I e P.C.II, respectivamente. Um aumento na
producdo destes hormdnios em individuos vacinados com BCG ja havia sido relatado
(146), (145), (147). G-CSF ¢é produzido por células T ativadas, macrdfagos, células
endoteliais e células do estroma da medula dssea e atuam nos progenitores mieloides
aumentando a producéo de leucdcitos inflamatdrios. E gerado em locais de infecgdo e
atua como um hormonio enddcrino mobilizando neutrofilos da medula repondo aqueles
consumidos nas reacgdes inflamatorias. Ja o (156)GM-CSF foi originalmente descoberto
por sua habilidade em estimular a diferenciacdo de progenitores mieloides em
macrofagos e neutrofilos. Utilizando modelo murino para determinar como GM-CSF
poderia alterar a infecgdo pulmonar pelo Mycobacterium tuberculosis in vivo, Szeliga e
colaboradores demonstraram que CM-CSF possui um papel protetor essencial
preservando a estrutura alveolar e regulando os macrofagos e as células dendriticas
facilitando, assim a contencdo de M. tuberculosis no granuloma pulmonar, entretanto,
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uma regulacao precisa de GM-CSF no pulméo é essencial para o controle efetivo do M.
tuberculosis.

De forma interessante, a avaliacdo do contato domiciliar C6 permitiu
identificar o tratamento do caso indice como fator Gnico para o aumento das frequéncias
de linfocitos CD4" principalmente de memoria central e de memoria efetora
respondedoras ao M. leprae, P.Cl e P.C.1l. Este contato ndo recebeu a vacinagédo com
BCG por ja apresentar duas cicatrizes no diagnostico do caso indice. Em 2008, Duppre
e colaboradores demonstraram a necessidade da rotina de vacinagdo de todos o0s
contatos de pacientes com hanseniase além do tratamento do caso indice, independente
de uma vacinacdo anterior. Particularmente nesse caso, o aumento das frequéncias de
células T CD4" e CD8" respondedoras a todos os estimulos e 0 aumento da secregdo de
citocinas com propriedades pro-inflamatérias em T1 por este contato corrobora com os
dados publicados por Godal e Negassi em 1973 de que a superexposicdo ao M. leprae
induz uma modulagdo negativa da resposta imune do hospedeiro. Entretanto, quando o
caso indice é tratado e a fonte de M. leprae no ambiente é eliminada esses contatos
recuperam a resposta imune efetora contra o M. leprae (52).

O aumento das citocinas, quimiocinas e dos fatores de crescimento, aliado a
recuperacdo individual das frequéncias de subpopulacbes que naturalmente estdo
envolvidas na resposta imune efetora contra o M. leprae observada nos contatos em T1,
demonstram a importancia da rotina de vacinacdo com BCG e principalmente o
tratamento do caso indice para que esses individuos superexpostos possam recuperar a
resposta imune eficiente na eliminacdo do bacilo. Todavia é necessério ressaltar a
heterogeneidade das respostas encontradas, demonstrando a necessidade de se expandir
0 grupo de individuos estudados. Expandir o grupo de contatos para dar continuidade ao
estudo possibilitaria identificar as subpopulacdes celulares moduladas pelo M. leprae no
periodo em que esses contatos estdo superexpostos e viabilizar o desenvolvimento de
estratégias que atuassem diretamente na recuperacdo da resposta imune efetora contra o
M. leprae, atuando dessa forma na resolucdo da infeccdo latente, evitando a doenca
ativa e contribuindo para a interrupcdo da cadeia de transmissdo do bacilo. O retorno
dos contatos foi a maior limitacdo do estudo, a maioria deles s6 retorna quando ja estéo
com sinais ativos da doenca. Além disso, os contatos sdo convidados a vir ao
ambulatorio Souza Aradjo somente um dia na semana (as sextas-feiras), e noés
restringimos mais ainda esse grupo por recrutarmos apenas 0s contatos domiciliares de
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pacientes multibacilares para compor o TO com até 3 meses do inicio do tratamento do
caso indice. Como a equipe de salde é reduzida, muitos dos contatos sdo convocados
quando o caso indice j& possui mais de trés meses de tratamento, inviabilizando o
recrutamento desses individuos para o estudo. Ao longo dos dois anos, dez dos
dezessete contatos recrutados no primeiro momento retornaram no segundo momento
determinado.

Finalmente, como Ultima etapa do trabalho, visando atender o objetivo geral do
estudo, estabelecemos um protocolo de isolamento de células presentes na lesdo cutanea
lepromatosa de forma que permita sua futura caracterizacdo fendtipica. Nas duas
biopsias analisadas até o momento, observamos uma maior frequéncia de linfocitos T
CD8" muito superior aos linfocitos T CD4", corroborando com os dados publicados
previamente na literatura (157). Caracterizar o perfil fenotipico e funcional dessas
células através da analise de fatores de transcricdo, padrdes de metilacdo do DNA,
moléculas de superficie e citocinas nos possibilitara entender o papel dos linfocitos T
CD8" encontrados em alta frequéncia na lesdo na modulagio negativa da resposta imune

celular M. leprae especifica.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo concluimos que a revacinagao
com BCG de contatos domiciliares de pacientes multibacilares contribui para o aumento
das frequéncias de células T CD4" e CD8" de memoria central e de memoria efetora que
reconhecem tanto antigenos privativos do M. leprae como compartilhados com BCG. O
Unico contato ndo revacinado com BCG, por ja apresentar duas cicatrizes vacinais,
também mostrou aumento similar das frequéncias de células T CD4" e CD8"
micobactéria-especificas, reforcando a ideia de que a superexposi¢do ao M. leprae vivo
modula negativamente a resposta imune, e que o tratamento do caso indice igualmente
contribui para a recuperacdo da imunidade celular antigeno-especifica nestes individuos.

Os dados obtidos também sugerem uma contribuicdo importante das células
CD8" na imunidade protetora contra o M. leprae. Na maioria dos contatos analisados
(cinco entre seis) observou-se aumento da frequéncia de linfocitos CD8"especificos para
um conjunto de 4 peptideos nondmeros privativos do M. leprae, incluindo o peptideo
p69. Num estudo anterior, células CD8" p69-especificas geradas in vivo apos vacinagio
com o0 peptideo mostraram capacidade microbicida contra células infectadas com
micobactéria.

Detectamos variagbes nas frequéncias de linfécitos T CD4" efou CD8*
produtores de IFN-y ou IL-10 M. leprae especificas no sangue periférico dos contatos.
Entretanto, com o tamanho atual da amostragem populacional nédo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas entre tempos avaliados.

Também observamos que, apds cultivo in vitro por 5 dias, as células
mononucleares do sangue periférico da maioria dos contatos vacinados com BCG
produziram niveis aumentados de citocinas do perfil Thl (IFN-y e IL-12), assim como
TNF-a, em resposta ao M. leprae e a0 menos um dos conjuntos de peptideos
especificos do M. leprae. Além disso, um aumento significativo foi observado na
producéo de IL-6, G-CSF, GM-CSF, MCP-1 e MIP-1p. Ja os contatos ndo vacinados
mostraram comportamento irregular e heterogéneo com relacdo a producdo destes
mediadores ao longo do tratamento do caso indice. Estes dados se encontram em
concordancia com dados de vacinagdo com BCG publicados em outros grupos

populacionais.
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Finalmente, a identificacdo por citometria de fluxo de células T CD4" e CD8"
produtoras de IFN-y ou IL-10 a partir da lesdo cutédnea de pacientes multibacilares
confirmou o actimulo nestas lesdes de linfocitos T CD8*. O fendtipo funcional dessas

celulas serd avaliado em uma préxima etapa do trabalho.

98



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

11.

12.

Kaufmann SH, Golecki JR, Kazda J, Steinhoff U. T lymphocytes, mononuclear
phagocytes, Schwann cells and Mycobacterium leprae. Acta Leprol. 1989;7 Suppl
1:141-8.

Opromolla D. Nogdes de hansenologia.Centro de Estudos Dr. Reynaldo Quagliato.
Hospital Lauro de Souza Lima, Bauru,SP.; 1981.

Ferreira J, Bernardi C, Gerbase A. [Control of Hansen’s disease in an integrated
health care system]. Boletin Of Sanit Panam Pan Am Sanit Bur. 1983
Dec;95(6):507-15.

Opromolla D. Nocgdes de Hansenologia. Centro de Estudos "Dr. Reynaldo
Quagliato. Bauru, SP.; 2000.

Pdnnighaus JM, Fine PE, Sterne JA, Bliss L, Wilson RJ, Malema SS, et al.
Incidence rates of leprosy in Karonga District, northern Malawi: patterns by age,
sex, BCG status and classification. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int Lepr
Assoc. 1994 Mar;62(1):10-23.

Sales AM, Ponce de Leon A, Diippre NC, Hacker MA, Nery JAC, Sarno EN, et al.
Leprosy among patient contacts: a multilevel study of risk factors. PLoS Negl Trop
Dis. 2011;5(3):e1013.

Alter A, Alcais A, Abel L, Schurr E. Leprosy as a genetic model for susceptibility
to common infectious diseases. Hum Genet. 2008 Apr;123(3):227-35.

Mira MT, Alcais A, Nguyen VT, Moraes MO, Di Flumeri C, Vu HT, et al.
Susceptibility to leprosy is associated with PARK?2 and PACRG. Nature. 2004 Feb
12;427(6975):636-40.

Marques C de S, Brito-de-Souza VN, Guerreiro LTA, Martins JH, Amaral EP,
Cardoso CC, et al. Toll-like receptor 1 N248S single-nucleotide polymorphism is
associated with leprosy risk and regulates immune activation during mycobacterial
infection. J Infect Dis. 2013 Jul;208(1):120-9.

Santos AR, Suffys PN, Vanderborght PR, Moraes MO, Vieira LMM, Cabello PH, et
al. Role of tumor necrosis factor-alpha and interleukin-10 promoter gene
polymorphisms in leprosy. J Infect Dis. 2002 Dec 1;186(11):1687-91.

Cardoso CC, Pereira AC, Brito-de-Souza VN, Duraes SMB, Ribeiro-Alves M, Nery
JAC, et al. TNF -308G>A single nucleotide polymorphism is associated with
leprosy among Brazilians: a genetic epidemiology assessment, meta-analysis, and
functional study. J Infect Dis. 2011 Oct 15;204(8):1256-63.

Suryadevara NC, Neela VSK, Devalraju KP, Jain S, Sivasai KSR, Valluri VL, et al.
Influence of Intron 11 microsatellite polymorphism in human toll-like receptor 2
gene in leprosy. Hum Immunol. 2013 Aug;74(8):1034-40.

99



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Pinto P, Salgado CG, Santos N, Alencar DO, Santos S, Hutz MH, et al.
Polymorphisms in the CYP2E1 and GSTM1 genes as possible protection factors for
leprosy patients. PloS One. 2012;7(10):e47498.

Boldt ABW, Sanchez MIN, Stahlke ERS, Steffensen R, Thiel S, Jensenius JC, et al.
Susceptibility to leprosy is associated with M-ficolin polymorphisms. J Clin
Immunol. 2013 Jan;33(1):210-9.

WHO. Expert Comitee on Leprosy. Seventh Report. World Health Organization.
1998.

WHO - Prevalence of leprosy [Internet]. 2013. Available from:
http://www.who.int/lep/situation/Leprosy PR _2013.pdfcc.

Ministério da Saude. [Internet]. [cited 2013 Jun 17]. Available from:
portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/clipping_0910112010.pdf

Ministério da Saude [Internet]. 2013 [cited 2013 Jun 17]. Available from:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/cap_9 saude_brasil _2013.pdf

Sistema Nacional de Vigilancia em Salde Relatério de Situacdo. Ministério da
Saude [Internet]. [cited 2013 Jun 18]. Available from:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/sistema_nacional_vigilancia_saude rj_5
ed.pdf

Ignotti, E P R. Situgdo epidemioldgica da hanseniase no Brasil: Anélise de
indicadores selecionados no periodo de 2001 a 2010. Secr Vigilancia Em Saude
Ministério Saude. 2010. p. 185-201.

Secretaria de vigilancia em satde-Ministério da Saude. 2011.

Levy L, Ji B. The mouse foot-pad technique for cultivation of Mycobacterium
leprae. Lepr Rev. 2006 Mar;77(1):5-24.

Rees R J W. The microbiology of leprosy; in Leprosy (ed.) R C Hastings (London:
Churchill Livingstone) pp 31-52. 1985.

Shepard CC. THE EXPERIMENTAL DISEASE THAT FOLLOWS THE
INJECTION OF HUMAN LEPROSY BACILLI INTO FOOT-PADS OF MICE. J
Exp Med. 1960 Sep 1;112(3):445-54.

Lloyd GM, Draper P. Separation of Mycobacterium leprae from contamination with
armadillo-liver-derived “pigment” particles. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int
Lepr Assoc. 1986 Dec;54(4):578-83.

Truman RW, Krahenbuhl JL. Viable M. leprae as a research reagent. Int J Lepr
Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 2001 Mar;69(1):1-12.

Rees RJ, Waters MF, Weddell AG, Palmer E. Experimental lepromatous leprosy.
Nature. 1967 Aug 5;215(5101):599-602.

100



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Colston MJ, Hilson GR. Growth of Mycobacterium leprae and M. marinum in
congenitally athymic (nude) mice. Nature. 1976 Jul 29;262(5567):399-401.

Katoch VM. Molecular techniques for leprosy: present applications and future
perspectives. Indian J Lepr. 1999 Mar;71(1):45-59.

Lahiri R, Randhawa B, Krahenbuhl J. Application of a viability-staining method for
Mycobacterium leprae derived from the athymic (nu/nu) mouse foot pad. J Med
Microbiol. 2005 Mar;54(Pt 3):235-42.

Scollard DM, Adams LB, Gillis TP, Krahenbuhl JL, Truman RW, Williams DL.
The continuing challenges of leprosy. Clin Microbiol Rev. 2006 Apr;19(2):338-81.

Brennan PJ, Barrow WW. Evidence for species-specific lipid antigens in
Mycobacterium leprae. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 1980
Dec;48(4):382-7.

Hunter SW, Brennan PJ. A novel phenolic glycolipid from Mycobacterium leprae
possibly involved in immunogenicity and pathogenicity. J Bacteriol. 1981
Sep;147(3):728-35.

Young DB, Khanolkar SR, Barg LL, Buchanan TM. Generation and
characterization of monoclonal antibodies to the phenolic glycolipid of
Mycobacterium leprae. Infect Immun. 1984 Jan;43(1):183-8.

Spencer JS, Brennan PJ. The role of Mycobacterium leprae phenolic glycolipid |
(PGL-I) in serodiagnosis and in the pathogenesis of leprosy. Lepr Rev. 2011
Dec;82(4):344-57.

Vissa VD, Brennan PJ. The genome of Mycobacterium leprae: a minimal
mycobacterial gene set. Genome Biol. 2001;2(8):REVIEWS1023.

Cole ST, Eiglmeier K, Parkhill J, James KD, Thomson NR, Wheeler PR, et al.
Massive gene decay in the leprosy bacillus. Nature. 2001 Feb 22;409(6823):1007—
11.

Jopling W, McDougall A. AC. Handbook of leprosy. 2. ed. 1988.

Guia para o controle da hanseniase-Ministério da satde. Brasilia; 2002.

Guia de procedimentos e técnicos-Baciloscopia em hanseniase/Ministério da saude.
2010.

Walker SL, Lockwood DNJ. The clinical and immunological features of leprosy. Br
Med Bull. 2006;77-78:103-21.

Buhrer-Sekula S, Sarno EN, Oskam L, Koop S, Wichers I, Nery JA, et al. Use of

ML dipstick as a tool to classify leprosy patients. Int J Lepr Mycobact Dis Off
Organ Int Lepr Assoc. 2000 Dec;68(4):456—63.

101



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Bihrer-Sékula S, Smits HL, Gussenhoven GC, van Leeuwen J, Amador S, Fujiwara
T, et al. Simple and fast lateral flow test for classification of leprosy patients and
identification of contacts with high risk of developing leprosy. J Clin Microbiol.
2003 May;41(5):1991-5.

Martinez AN, Britto CFPC, Nery JAC, Sampaio EP, Jardim MR, Sarno EN, et al.
Evaluation of real-time and conventional PCR targeting complex 85 genes for
detection of Mycobacterium leprae DNA in skin biopsy samples from patients
diagnosed with leprosy. J Clin Microbiol. 2006 Sep;44(9):3154-9.

Britton WJ, Lockwood DNJ. Leprosy. Lancet. 2004 Apr 10;363(9416):1209-19.

Nery JA, Vieira LM, de Matos HJ, Gallo ME, Sarno EN. Reactional states in
multibacillary Hansen disease patients during multidrug therapy. Rev Inst Med Trop
Séo Paulo. 1998 Dec;40(6):363-70.

Matsuoka M, Izumi S, Budiawan T, Nakata N, Saeki K. Mycobacterium leprae
DNA in daily using water as a possible source of leprosy infection. Indian J Lepr.
1999 Mar;71(1):61-7.

Lavania M, Katoch K, Katoch VM, Gupta AK, Chauhan DS, Sharma R, et al.
Detection of viable Mycobacterium leprae in soil samples: insights into possible
sources of transmission of leprosy. Infect Genet Evol J Mol Epidemiol Evol Genet
Infect Dis. 2008 Sep;8(5):627-31.

Job CK, Jayakumar J, Kearney M, Gillis TP. Transmission of leprosy: a study of
skin and nasal secretions of household contacts of leprosy patients using PCR. Am J
Trop Med Hyg. 2008 Mar;78(3):518-21.

Silva CAM, Danelishvili L, McNamara M, Berredo-Pinho M, Bildfell R, Biet F, et
al. Interaction of Mycobacterium leprae with human airway epithelial cells:
adherence, entry, survival, and identification of potential adhesins by surface
proteome analysis. Infect Immun. 2013 Jul;81(7):2645-59.

Martins MVSB, Guimardes MM da S, Spencer JS, Hacker MAVB, Costa LS,
Carvalho FM, et al. Pathogen-specific epitopes as epidemiological tools for defining
the magnitude of Mycobacterium leprae transmission in areas endemic for leprosy.
PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(4):e1616.

Godal T, Negassi K. Subclinical infection in leprosy. Br Med J. 1973 Sep
15;3(5880):557-9.

Fine PE, Sterne JA, Ponnighaus JM, Bliss L, Saui J, Chihana A, et al. Household
and dwelling contact as risk factors for leprosy in northern Malawi. Am J
Epidemiol. 1997 Jul 1;146(1):91-102.

Van Beers SM, Hatta M, Klatser PR. Patient contact is the major determinant in
incident leprosy: implications for future control. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ
Int Lepr Assoc. 1999 Jun;67(2):119-28.

Bhurer-Sékula S. Use of ML dispitick as a tool o classify paiens.
102



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Visschedijk J, van de Broek J, Eggens H, Lever P, van Beers S, Klatser P.
Mycobacterium leprae--millennium resistant! Leprosy control on the threshold of a
new era. Trop Med Int Heal TM IH. 2000 Jun;5(6):388-99.

Kaplan G, Van Voorhis WC, Sarno EN, Nogueira N, Cohn ZA. The cutaneous
infiltrates of leprosy. A transmission electron microscopy study. J Exp Med. 1983
Oct 1;158(4):1145-59.

Modlin RL, Hofman FM, Taylor CR, Rea TH. In situ characterization of T
lymphocyte subsets in leprosy granulomas. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int
Lepr Assoc. 1982 Sep;50(3):361-2.

Modlin RL, Hofman FM, Meyer PR, Sharma OP, Taylor CR, Rea TH. In situ
demonstration of T lymphocyte subsets in granulomatous inflammation: leprosy,
rhinoscleroma and sarcoidosis. Clin Exp Immunol. 1983 Mar;51(3):430-8.

Modlin RL, Hofman FM, Taylor CR, Rea TH. T lymphocyte subsets in the skin
lesions of patients with leprosy. J Am Acad Dermatol. 1983 Feb;8(2):182-9.

Modlin RL, Hofman FM, Horwitz DA, Husmann LA, Gillis S, Taylor CR, et al. In
situ identification of cells in human leprosy granulomas with monoclonal antibodies
to interleukin 2 and its receptor. J Immunol Baltim Md 1950. 1984
Jun;132(6):3085-90.

Modlin RL, Bakke AC, Vaccaro SA, Horwitz DA, Taylor CR, Rea TH. Tissue and
blood T-lymphocyte subpopulations in erythema nodosum leprosum. Arch
Dermatol. 1985 Feb;121(2):216-9.

Van Voorhis WC, Kaplan G, Sarno EN, Horwitz MA, Steinman RM, Levis WR, et
al. The cutaneous infiltrates of leprosy: cellular characteristics and the predominant
T-cell phenotypes. N Engl J Med. 1982 Dec 23;307(26):1593-7.

Kato H, Sanada K, Koseki M, Ozawa T. [Identification of lymphocyte
subpopulations in cutaneous lesions of leprosy]. Nihon Rai Gakkai Zasshi. 1983
Sep;52(3):126-32.

Sarno EN, Kaplan G, Alvaranga F, Nogueira N, Porto JA, Cohn ZA. Effect of
treatment on the cellular composition of cutaneous lesions in leprosy patients. IntJ
Lepr Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 1984 Dec;52(4):496-500.

Longley J, Haregewoin A, Yemaneberhan T, Warndorff van Diepen T, Nsibami J,
Knowles D, et al. In vivo responses to Mycobacterium leprae: antigen presentation,
interleukin-2 production, and immune cell phenotypes in naturally occurring leprosy
lesions. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 1985 Sep;53(3):385—
94.

Nilsen R, Mshana RN, Negesse Y, Menigistu G, Kana B. Immunohistochemical
studies of leprous neuritis. Lepr Rev. 1986 Dec;57 Suppl 2:177-87.

Bloom BR, Modlin RL, Salgame P. Stigma variations: observations on suppressor T
cells and leprosy. Annu Rev Immunol. 1992;10:453-88.

103



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Sieling PA, Modlin RL. Cytokine patterns at the site of mycobacterial infection.
Immunobiology. 1994 Oct;191(4-5):378-87.

Salgame P, Abrams JS, Clayberger C, Goldstein H, Convit J, Modlin RL, et al.
Differing lymphokine profiles of functional subsets of human CD4 and CD8 T cell
clones. Science. 1991 Oct 11;254(5029):279-82.

Yamamura M, Uyemura K, Deans RJ, Weinberg K, Rea TH, Bloom BR, et al.
Defining protective responses to pathogens: cytokine profiles in leprosy lesions.
Science. 1991 Oct 11;254(5029):277-9.

Misra N, Murtaza A, Walker B, Narayan NP, Misra RS, Ramesh V, et al. Cytokine
profile of circulating T cells of leprosy patients reflects both indiscriminate and
polarized T-helper subsets: T-helper phenotype is stable and uninfluenced by related
antigens of Mycobacterium leprae. Immunology. 1995 Sep;86(1):97-103.

Demangel C, Britton WJ. Interaction of dendritic cells with mycobacteria: where
the action starts. Immunol Cell Biol. 2000 Aug;78(4):318-24.

Santos DO, Santos SL, Esquenazi D, Nery JA, Defruyt M, Lorré K, et al.
Evaluation of B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) costimulatory molecules and dendritic
cells on the immune response in leprosy. Nihon Hansen Gakkai Zasshi Jpn J Lepr
Off Organ Jpn Lepr Assoc. 2001 Feb;70(1):15-24.

Maeda Y, Gidoh M, Ishii N, Mukai C, Makino M. Assessment of cell mediated
immunogenicity of Mycobacterium leprae-derived antigens. Cell Immunol. 2003
Mar;222(1):69-77.

Krutzik SR, Ochoa MT, Sieling PA, Uematsu S, Ng YW, Legaspi A, et al.
Activation and regulation of Toll-like receptors 2 and 1 in human leprosy. Nat Med.
2003 May;9(5):525-32.

Sinsimer D, Fallows D, Peixoto B, Krahenbuhl J, Kaplan G, Manca C.
Mycobacterium leprae actively modulates the cytokine response in naive human
monocytes. Infect Immun. 2010 Jan;78(1):293-300.

Mantovani A, Sica A, Locati M. New vistas on macrophage differentiation and
activation. Eur J Immunol. 2007 Jan;37(1):14-6.

Verreck FAW, de Boer T, Langenberg DML, van der Zanden L, Ottenhoff THM.
Phenotypic and functional profiling of human proinflammatory type-1 and anti-
inflammatory type-2 macrophages in response to microbial antigens and IFN-
gamma- and CD40L-mediated costimulation. J Leukoc Biol. 2006 Feb;79(2):285—
93.

Modlin R, T H Rea. Immunopathology of leprosy. In R. C. Hastings and D. V. A.

Opromolla (ed.), Leprosy. Churchill Livingstone, New York, N.Y.; 1994. p. 225-
34.

104



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Zimmerman C, Brduscha-Riem K, Blaser C, Zinkernagel RM, Pircher H.
Visualization, characterization, and turnover of CD8+ memory T cells in virus-
infected hosts. J Exp Med. 1996 Apr 1;183(4):1367—75.

Sieling PA, Legaspi A, Ochoa MT, Rea TH, Modlin RL. Regulation of human T-
cell homing receptor expression in cutaneous bacterial infection. Immunology. 2007
Apr;120(4):518-25.

Curotto de Lafaille MA, Lafaille JJ. Natural and adaptive foxp3+ regulatory T cells:
more of the same or a division of labor? Immunity. 2009 May;30(5):626-35.

Feuerer M, Hill JA, Mathis D, Benoist C. Foxp3+ regulatory T cells: differentiation,
specification, subphenotypes. Nat Immunol. 2009 Jul;10(7):689-95.

Zhou R, Horai R, Silver PB, Mattapallil MJ, Zarate-Bladés CR, Chong WP, et al.
The living eye “disarms” uncommitted autoreactive T cells by converting them to
Foxp3(+) regulatory cells following local antigen recognition. J Immunol Baltim

Md 1950. 2012 Feb 15;188(4):1742-50.

McLachlan JB, Catron DM, Moon JJ, Jenkins MK. Dendritic cell antigen
presentation drives simultaneous cytokine production by effector and regulatory T
cells in inflamed skin. Immunity. 2009 Feb 20;30(2):277-88.

Azukizawa H, Dohler A, Kanazawa N, Nayak A, Lipp M, Malissen B, et al. Steady
state migratory RelB+ langerin+ dermal dendritic cells mediate peripheral induction
of antigen-specific CD4+ CD25+ Foxp3+ regulatory T cells. Eur J Immunol. 2011
May;41(5):1420-34.

Vukmanovic-Stejic M, Agius E, Booth N, Dunne PJ, Lacy KE, Reed JR, et al. The
kinetics of CD4+Foxp3+ T cell accumulation during a human cutaneous antigen-
specific memory response in vivo. J Clin Invest. 2008 Nov;118(11):3639-50.

Schwele S, Fischer AM, Brestrich G, Wlodarski MW, Wagner L, Schmueck M, et
al. Cytomegalovirus-specific regulatory and effector T cells share TCR clonality--
possible relation to repetitive CMV infections. Am J Transplant Off J Am Soc
Transplant Am Soc Transpl Surg. 2012 Mar;12(3):669-81.

Walker MR, Carson BD, Nepom GT, Ziegler SF, Buckner JH. De novo generation
of antigen-specific CD4+CD25+ regulatory T cells from human CD4+CD25- cells.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Mar 15;102(11):4103-8.

Huang H, Dawicki W, Zhang X, Town J, Gordon JR. Tolerogenic dendritic cells
induce CD4+CD25hiFoxp3+ regulatory T cell differentiation from CD4+CD25-
/loFoxp3- effector T cells. J Immunol Baltim Md 1950. 2010 Nov 1;185(9):5003—
10.

Long SA, Rieck M, Tatum M, Bollyky PL, Wu RP, Muller I, et al. Low-dose

antigen promotes induction of FOXP3 in human CD4+ T cells. J Immunol Baltim
Md 1950. 2011 Oct 1;187(7):3511-20.

105



93. Shalev I, Schmelzle M, Robson SC, Levy G. Making sense of regulatory T cell
suppressive function. Semin Immunol. 2011 Aug;23(4):282-92.

94. Sakaguchi S, Wing K, Onishi Y, Prieto-Martin P, Yamaguchi T. Regulatory T cells:
how do they suppress immune responses? Int Immunol. 2009 Oct;21(10):1105-11.

95. Pandiyan P, Zheng L, Ishihara S, Reed J, Lenardo MJ. CD4+CD25+Foxp3+
regulatory T cells induce cytokine deprivation-mediated apoptosis of effector CD4+
T cells. Nat Immunol. 2007 Dec;8(12):1353-62.

96. Mauri C, Bosma A. Immune regulatory function of B cells. Annu Rev Immunol.
2012;30:221-41.

97. Van de Veen W, Stanic B, Yaman G, Wawrzyniak M, Séllner S, Akdis DG, et al.
IgG4 production is confined to human IL-10-producing regulatory B cells that
suppress antigen-specific immune responses. J Allergy Clin Immunol. 2013
Apr;131(4):1204-12.

98. Schoenborn JR, Wilson CB. Regulation of interferon-gamma during innate and
adaptive immune responses. Adv Immunol. 2007;96:41-101.

99. Wenner CA, Giiler ML, Macatonia SE, O’Garra A, Murphy KM. Roles of IFN-
gamma and IFN-alpha in IL-12-induced T helper cell-1 development. J Immunol
Baltim Md 1950. 1996 Feb 15;156(4):1442-7.

100. Akkoc T, de Koning PJA, Riickert B, Barlan I, Akdis M, Akdis CA. Increased
activation-induced cell death of high IFN-gamma-producing T(H)1 cells as a
mechanism of T(H)2 predominance in atopic diseases. J Allergy Clin Immunol.
2008 Mar;121(3):652—658.e1.

101. Nogueira N, Kaplan G, Levy E, Sarno EN, Kushner P, Granelli-Piperno A, et al.
Defective gamma interferon production in leprosy. Reversal with antigen and
interleukin 2. J Exp Med. 1983 Dec 1;158(6):2165—70.

102. Godal T. Leprosy immunology--some aspects of the role of the immune system
in the pathogenesis of disease. Lepr Rev. 1984 Dec;55(4):407-14.

103. Sampaio EP, Moreira AL, Kaplan G, Alvim MF, Duppre NC, Miranda CF, et al.
Mycobacterium leprae-induced interferon-gamma production by household contacts
of leprosy patients: association with the development of active disease. J Infect Dis.
1991 Nov;164(5):990-3.

104. Lima MC, Pereira GM, Rumjanek FD, Gomes HM, Duppre N, Sampaio EP, et
al. Immunological cytokine correlates of protective immunity and pathogenesis in
leprosy. Scand J Immunol. 2000 Apr;51(4):419-28.

105. Kaplan G, Mathur NK, Job CK, Nath I, Cohn ZA. Effect of multiple interferon
gamma injections on the disposal of Mycobacterium leprae. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1989 Oct;86(20):8073-7.

106



106. Sampaio EP, Moreira AL, Sarno EN, Malta AM, Kaplan G. Prolonged treatment
with recombinant interferon gamma induces erythema nodosum leprosum in
lepromatous leprosy patients. J Exp Med. 1992 Jun 1;175(6):1729-37.

107. Casanova J-L, Abel L. Genetic dissection of immunity to mycobacteria: the
human model. Annu Rev Immunol. 2002;20:581-620.

108. Nagalakshmi ML, Murphy E, McClanahan T, de Waal Malefyt R. Expression
patterns of IL-10 ligand and receptor gene families provide leads for biological
characterization. Int Immunopharmacol. 2004 May;4(5):577-92.

109. De Waal Malefyt R, Abrams J, Bennett B, Figdor CG, de Vries JE. Interleukin
10(IL-10) inhibits cytokine synthesis by human monocytes: an autoregulatory role
of IL-10 produced by monocytes. J Exp Med. 1991 Nov 1;174(5):1209-20.

110. Itoh K, Hirohata S. The role of IL-10 in human B cell activation, proliferation,
and differentiation. J Immunol Baltim Md 1950. 1995 May 1;154(9):4341-50.

111. Moore KW, de Waal Malefyt R, Coffman RL, O’Garra A. Interleukin-10 and
the interleukin-10 receptor. Annu Rev Immunol. 2001;19:683-765.

112. Couper KN, Blount DG, Riley EM. IL-10: the master regulator of immunity to
infection. J Immunol Baltim Md 1950. 2008 May 1;180(9):5771-7.

113. Moura DF, de Mattos KA, Amadeu TP, Andrade PR, Sales JS, Schmitz V, et al.
CD163 favors Mycobacterium leprae survival and persistence by promoting anti-
inflammatory pathways in lepromatous macrophages. Eur J Immunol. 2012
Nov;42(11):2925-36.

114.  Anderson CF, Oukka M, Kuchroo VJ, Sacks D. CD4(+)CD25(-)Foxp3(-) Thl
cells are the source of IL-10-mediated immune suppression in chronic cutaneous
leishmaniasis. J Exp Med. 2007 Feb 19;204(2):285-97.

115. Jankovic D, Kullberg MC, Feng CG, Goldszmid RS, Collazo CM, Wilson M, et
al. Conventional T-bet(+)Foxp3(-) Thl cells are the major source of host-protective
regulatory IL-10 during intracellular protozoan infection. J Exp Med. 2007 Feb
19;204(2):273-83.

116. Noordeen SK. Elimination of leprosy as a public health problem. Int J Lepr
Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 1994 Jun;62(2):278-83.

117. Cunha SS, Rodrigues LC, Pedrosa V, Dourado IM, Barreto ML, Pereira SM.
Neonatal BCG protection against leprosy: a study in Manaus, Brazilian Amazon.
Lepr Rev. 2004 Dec;75(4):357—66.

118. Sarno EN, Duppre NC, Sales AM, Hacker MA, Nery JA, de Matos HJ. Leprosy
exposure, infection and disease: a 25-year surveillance study of leprosy patient
contacts. Memorias Inst Oswaldo Cruz. 2012 Dec;107(8):1054-9.

119. caderno da atengdo basica- n° 21. Ministério da satide. 2007.

107



120. Duppre NC, Camacho LAB, da Cunha SS, Struchiner CJ, Sales AM, Nery JAC,
et al. Effectiveness of BCG vaccination among leprosy contacts: a cohort study.
Trans R Soc Trop Med Hyg. 2008 Jul;102(7):631-8.

121. Ministério da salde. 2006.

122. Hacker M de A, Duppre NC, Nery JAC, Sales AM, Sarno EN. Characteristics of
leprosy diagnosed through the surveillance of contacts: a comparison with index
cases in Rio de Janeiro, 1987-2010. Memodrias Inst Oswaldo Cruz. 2012 Dec;107
Suppl 1:49-54.

123. Dos Santos DS, Duppre NC, Sales AM, Nery JA da C, Sarno EN, Hacker MA.
Kinship and Leprosy in the Contacts of Leprosy Patients: Cohort at the Souza
Araljo Outpatient Clinic, Rio de Janeiro, RJ, 1987-2010. J Trop Med.
2013;2013:596316.

124.  Spencer JS, Dockrell HM, Kim HJ, Marques MAM, Williams DL, Martins
MVSB, et al. Identification of specific proteins and peptides in Mycobacterium
leprae suitable for the selective diagnosis of leprosy. J Immunol Baltim Md 1950.
2005 Dec 15;175(12):7930-8.

125. De Matos HJ, Duppre N, Alvim MF, MachadoVieira LM, Sarno EN, Struchiner
CJ. [Leprosy epidemiology in a cohort of household contacts in Rio de Janeiro
(1987-1991)]. Cad Saude Puablica. 1999 Sep;15(3):533-42.

126. Payne SN, Draper P, Rees RJ. Serological activity of purified glycolipid from
Mycobacterium leprae. Int J Lepr Mycobact Dis Off Organ Int Lepr Assoc. 1982
Jun;50(2):220-1.

127. Douglas JT, Cellona RV, Fajardo TT Jr, Abalos RM, Balagon MVF, Klatser PR.
Prospective study of serological conversion as a risk factor for development of
leprosy among household contacts. Clin Diagn Lab Immunol. 2004 Sep;11(5):897—
900.

128. Moura RS de, Calado KL, Oliveira MLW, Buhrer-Sékula S. Leprosy serology
using PGL-I: a systematic review. Rev Soc Bras Med Trop. 2008;41 Suppl 2:11-8.

129. Goulart LR, Goulart IMB. Leprosy pathogenetic background: a review and
lessons from other mycobacterial diseases. Arch Dermatol Res. 2009
Feb;301(2):123-37.

130. Sallusto F, Geginat J, Lanzavecchia A. Central memory and effector memory T
cell subsets: function, generation, and maintenance. Annu Rev Immunol.
2004;22:745-63.

131. Lanzavecchia A, Sallusto F. Dynamics of T lymphocyte responses:
intermediates, effectors, and memory cells. Science. 2000 Oct 6;290(5489):92-7.

132.  Sallusto F, Kremmer E, Palermo B, Hoy A, Ponath P, Qin S, et al. Switch in
chemokine receptor expression upon TCR stimulation reveals novel homing
potential for recently activated T cells. Eur J Immunol. 1999 Jun;29(6):2037-45.

108



133. Patard JJ, Guillé F, Lobel B, Abbou CC, Chopin D. [Current state of knowledge
concerning the mechanisms of action of BCG]. Progres En Urol J Assoc Frangaise
Urol Société Francaise Urol. 1998 Jun;8(3):415-21.

134. Stenger S. Cytolytic T cells in the immune response to mycobacterium
tuberculosis. Scand J Infect Dis. 2001;33(7):483-7.

135. Stenger S, Mazzaccaro RJ, Uyemura K, Cho S, Barnes PF, Rosat JP, et al.
Differential effects of cytolytic T cell subsets on intracellular infection. Science.
1997 Jun 13;276(5319):1684-7.

136. Stegelmann F, Bastian M, Swoboda K, Bhat R, Kiessler V, Krensky AM, et al.
Coordinate expression of CC chemokine ligand 5, granulysin, and perforin in CD8+
T cells provides a host defense mechanism against Mycobacterium tuberculosis. J
Immunol Baltim Md 1950. 2005 Dec 1;175(11):7474-83.

137. Bruns H, Meinken C, Schauenberg P, Harter G, Kern P, Modlin RL, et al. Anti-
TNF immunotherapy reduces CD8+ T cell-mediated antimicrobial activity against
Mycobacterium tuberculosis in humans. J Clin Invest. 2009 May;119(5):1167-77.

138. Keane J, Gershon S, Wise RP, Mirabile-Levens E, Kasznica J, Schwieterman
WD, et al. Tuberculosis associated with infliximab, a tumor necrosis factor alpha-
neutralizing agent. N Engl J Med. 2001 Oct 11;345(15):1098-104.

139. Geluk A, van den Eeden SJF, Dijkman K, Wilson L, Kim HJ, Franken KLMC,
et al. ML1419c peptide immunization induces Mycobacterium leprae-specific HLA-
A*0201-restricted CTL in vivo with potential to kill live mycobacteria. J Immunol
Baltim Md 1950. 2011 Aug 1;187(3):1393-402.

140. Sarno EN, Espinosa M, Sampaio EP, Vieira LM, Figueiredo AA, Miranda CF, et
al. Immunological responsiveness to M. leprae and BCG antigens in 98 leprosy
patients and their household contacts. Braz J Med Biol Res Rev Bras Pesqui
Médicas E Biologicas Soc Bras Biofisica Al. 1988;21(3):461-70.

141.  Abel B, Tameris M, Mansoor N, Gelderbloem S, Hughes J, Abrahams D, et al.
The novel tuberculosis vaccine, AERAS-402, induces robust and polyfunctional
CD4+ and CD8+ T cells in adults. Am J Respir Crit Care Med. 2010 Jun
15;181(12):1407-17.

142.  Mansoor N, Scriba TJ, de Kock M, Tameris M, Abel B, Keyser A, et al. Infant
HIV-1 Infection Severely Impairs the Bacille Calmette-Guerin Vaccine-Induced
Immune Response. J Infect Dis. 2009 Apr 1;199(7):982-90.

143. Tena-Coki NG, Scriba TJ, Peteni N, Eley B, Wilkinson RJ, Andersen P, et al.
CD4 and CD8 T-cell responses to mycobacterial antigens in African children. Am J
Respir Crit Care Med. 2010 Jul 1;182(1):120-9.

144, Hawkridge T, Scriba TJ, Gelderbloem S, Smit E, Tameris M, Moyo S, et al.
Safety and immunogenicity of a new tuberculosis vaccine, MVAS85A, in healthy
adults in South Africa. J Infect Dis. 2008 Aug 15;198(4):544-52.

109



145. Lalor MK, Floyd S, Gorak-Stolinska P, Ben-Smith A, Weir RE, Smith SG, et al.
BCG Vaccination Induces Different Cytokine Profiles Following Infant BCG
Vaccination in the UK and Malawi. J Infect Dis. 2011 Oct 1;204(7):1075-85.

146. Lalor MK, Smith SG, Floyd S, Gorak-Stolinska P, Weir RE, Blitz R, et al.
Complex cytokine profiles induced by BCG vaccination in UK infants. Vaccine.
2010 Feb 10;28(6):1635-41.

147. Smith SG, Lalor MK, Gorak-Stolinska P, Blitz R, Beveridge NER, Worth A, et
al. Mycobacterium tuberculosis PPD-induced immune biomarkers measurable in
vitro following BCG vaccination of UK adolescents by multiplex bead array and
intracellular cytokine staining. BMC Immunol. 2010;11:35.

148. Ravn P, Bolsen H, Pedersen B, Andersen P. Human t cell responses induced by
vaccination with mycobacterium bovis bacillus calmette guerin .1997.
Journallmmunology. 1997;1949-55.

149. O’Garra A, Redford PS, McNab FW, Bloom CI, Wilkinson RJ, Berry MPR. The
immune response in tuberculosis. Annu Rev Immunol. 2013;31:475-527.

150. Duppre NC, Camacho LAB, Sales AM, Illarramendi X, Nery JAC, Sampaio EP,
et al. Impact of PGL-I seropositivity on the protective effect of BCG vaccination
among leprosy contacts: a cohort study. PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(6):e1711.

151. Beveridge NER, Price DA, Casazza JP, Pathan AA, Sander CR, Asher TE, et al.
Immunisation with BCG and recombinant MVVA85A induces long-lasting,
polyfunctional Mycobacterium tuberculosis-specific CD4+ memory T lymphocyte
populations. Eur J Immunol. 2007 Nov;37(11):3089-100.

152. Soares AP, Kwong Chung CKC, Choice T, Hughes EJ, Jacobs G, van Rensburg
EJ, et al. Longitudinal changes in CD4(+) T-cell memory responses induced by
BCG vaccination of newborns. J Infect Dis. 2013 Apr;207(7):1084-94.

153. Cardoso CC, Pereira AC, de Sales Marques C, Moraes MO. Leprosy
susceptibility: genetic variations regulate innate and adaptive immunity, and disease
outcome. Future Microbiol. 2011 May;6(5):533-49.

154. Cooper AM, Mayer-Barber KD, Sher A. Role of innate cytokines in
mycobacterial infection. Mucosal Immunol. 2011 May;4(3):252—60.

155. Mendez-Samperio P, Trejo A, Perez A. Mycobacterium bovis Bacillus
Calmette-Gu?rin Induces CCL5 Secretion via the Toll-Like Receptor 2-NF-?B and -
Jun N-Terminal Kinase Signaling Pathways. Clin Vaccine Immunol CVI. 2008
Feb;15(2):277-83.

156. Fleetwood AJ, Lawrence T, Hamilton JA, Cook AD. Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (CSF) and macrophage CSF-dependent macrophage
phenotypes display differences in cytokine profiles and transcription factor
activities: implications for CSF blockade in inflammation. J Immunol Baltim Md
1950. 2007 Apr 15;178(8):5245-52.

110



157. Mehra V, Modlin RL. T-lymphocytes in leprosy lesions. Curr Top Microbiol
Immunol. 1990;155:97-1009.

111



8. ANEXOS

CD4*

SSC

Controle de
isotipo

FSC-H

A)

800

600 o

400 +

200

9913

SSC

200 400 600

a00

1K

200 400 600

T
200

800 H

600 +

400

53,04

M. leprae

800

600 o

400 4

57,34

800

600

400

55,30

) NE SEB M. leprae
1K A 1 1K
800 800 800 4
600 600 600 |
0,94 083 1,04
400 400 00
200 200
T T , T I3 T T . T T \3 T T T
10 10 10 10 10 0 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10
Cb4

Figura 8.1. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos CD4". A)

Exclusdo de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-A x FSCH. B) Identificacdo de linfdcitos

T utilizando os pardmetros SSC-A x FSC-A. C) Frequéncia de linfécitos T CD4" na auséncia de estimulo,

em resposta a0 SEB e M. leprae. D) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD4" na

auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. NE- Néo estimulado, SEB- Enterotoxina B de S.

aureus.
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Figura 8.2. Sequéncia de andlises por citometria de fluxo para a determinacgdo linfocitos CD4"
Virgens. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" Virgem na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M.
leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD4" Virgem na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e M. leprae. NE- Néo estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.3. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos CD4" de
Memoria Central. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" de Memoria Central na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e M. leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD4* de Memoria

Central na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. NE- Nao estimulado, SEB-

Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.4. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos CD4" de
Memoria Efetora. A) Frequéncia de linfécitos T CD4" de Memoria Efetora na auséncia de estimulo, em
resposta ao SEB e M. leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD4* de Memoria
Efetora na auséncia de estimulo, em resposta a0 SEB e M. leprae. NE- N&o estimulado, SEB-

Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.5. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacao linfocitos T CD4

+

IFN-y*. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" IFN-y* na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M.
leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD4" IFN-y* na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e M. leprae. NE- N&o estimulado, SEB- enteroxina B de S. aureus.
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Figura 8.6. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinagéo linfocitos CD4" IL-

10*. A) Frequéncia de linfocitos T CD4" IL-10" na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae.
B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfécitos T CD4" IL10* na auséncia de estimulo, em resposta

ao SEB e M. leprae. NE- N&o estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.7. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos CD8". A)

Exclusdo de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-A x FSCH. B) Identificacdo de linfdcitos

T utilizando os parametros SSC-A x FSC-A. C) Frequéncia de linfocitos T CD8" na auséncia de estimulo,

em resposta a0 SEB e M. leprae. D) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD8" na

auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. NE- Néo estimulado, SEB- Enterotoxina B de S.

aureus.
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Figura 8.8. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacdo linfécitos CD8
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+

Virgens. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" Virgem na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M.

leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD8" Virgem na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e M. leprae. NE- Néo estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.9. Sequéncia de andlises por citometria de fluxo para a determinagéo linfocitos CD8" de
Memédria Central. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" de Memoria Central na auséncia de estimulo, em
resposta ao SEB e M. leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD8* de Memoria
Central na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. NE- Nao estimulado, SEB-

Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.10. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacao linfocitos CD8" de
Memdria Efetora. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" de Memdria Efetora na auséncia de estimulo, em
resposta ao SEB e M. leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD8" de Memoéria
Efetora na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae. NE- N&o estimulado, SEB- enteroxina

B de S. aureus.
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Figura 8.11. Sequéncia de anélises por citometria de fluxo para a determinagdo linfocitos T CD8

CD69

+

IFN-y*. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" IFN-y* na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M.

leprae. B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfocitos T CD8" IFN-y* na auséncia de estimulo, em

resposta ao SEB e M. leprae. NE- Néo estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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Figura 8.12. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinagcao linfocitos CD8" IL-
10*. A) Frequéncia de linfocitos T CD8" IL-10" na auséncia de estimulo, em resposta ao SEB e M. leprae.
B) Controle de isotipo para a frequéncia de linfécitos T CD8" IL10* na auséncia de estimulo, em resposta

ao SEB e M. leprae. NE- N&o estimulado, SEB- Enterotoxina B de S. aureus.
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