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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Fabiana dos Santos Pacheco

A interleucina-10 (IL-10) possui papel chave no controle das respostas inflamatorias.
A atividade bioldgica da IL-10 é mediada pela ligacdo da IL-10 com o receptor
heterodimérico composto pelas cadeias IL-10R1 e IL-10R2. Estudos anteriores demonstram
que neutrofilos circulantes de doadores sadios expressam constitutivamente a cadeia IL-10R2,
porém ndo expressam IL-10R1, e dessa forma ndo respondem a IL-10 in vitro. A expressao
das duas cadeias é essencial para a responsividade a IL-10. Neutréfilos circulantes de
pacientes sépticos expressam o receptor IL-10R1 e essa expressdo é corroborada com a
responsividade a IL-10. O eritema nodoso hansénico (ENH) é uma complicacdo imunologica
grave da hanseniase multibacilar que apresenta aspectos semelhantes a sepse, como
leucocitose neutrofilica, febre, mal-estar e inflamacdo sisttmica. O ENH altera o curso
cronico da hanseniase, pois acelera os danos nos nervos periféricos, resultando em
incapacidades fisicas permanentes. Um dos aspectos marcantes desta reacdo € a presenca de
neutréfilos na derme profunda e no tecido subcutaneo nas lesbes. Dessa forma, 0 ENH tem
sido caracterizado como uma condi¢cdo imunomediada por neutrofilos. O objetivo deste
trabalho foi investigar o potencial da via da IL-10 na regulacdo da producdo de citocinas
produzidas por neutréfilos durante o episédio de ENH. Nesse estudo, reportamos que
neutrdfilos de sangue periférico de pacientes acometidos pelo ENH expressam altos niveis de
IL-10R1. Além disso, demonstramos que esses mesmos pacientes, quando tratados com a
talidomida, possuem niveis ainda mais elevados de IL-10R1 na superficie de neutréfilos
circulantes. Observamos também que neutrofilos presentes nas lesdes de pele de pacientes
acometidos pelo ENH expressam IL-10R1. Ensaios ex vivo revelaram que a IL-10 foi capaz
de inibir a producdo espontanea de TNF de neutréfilos de pacientes com ENH, e induzir a
producdo de TGF-B1. Por outro lado, neutrdfilos de pacientes controle ndo-reacionais ndo
produzem espontanéamete TNF, porém, assim como neutréfilos de pacientes com ENH,
produzem TGF-B1. Em seguida, demonstramos que o M. leprae foi capaz de induzir a
producéo de IL-8, IL-1B, IL-6, MIP-1B3/CCL4, TGF-B e IL-1RA em neutrdfilos de doadores
sadios in vitro, e que a adicdo de 1L-10 reduziu a produgéo dessas citocinas, com excecdo de
TGF-B1 que aumentou. Nossas conclusdes demonstraram a capacidade do M. leprae em
induzir a expressdo de IL-10R1 na superficie de neutrofilos sadios. Coletivamente, nossos
dados confirmam que neutrofilos participam da inflamag&o sistémica associada ao ENH por
meio da producéo de citocinas. Esses resultados contribuem para o melhor entendimento dos
mecanismos patogénicos e apontam para a via da IL-10 como alvo molecular terapéutico e
diagnostico.
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Interleukin-10 (IL-10) plays a key role in controlling inflammatory responses. The biological
activity of IL-10 is mediated through ligation of IL-10 and the heterodimeric receptor
composed of the IL-10R1 and IL-10R2 chains. Previous studies demonstrate that circulating
neutrophils from healthy donors constitutively express the IL-10R2 chain, but do not express
IL-10R1, and thus do not respond to IL-10 in vitro. Expression of the two chains is essential
for 1L-10 responsiveness. Circulating neutrophils from septic patients express the IL-10R1
receptor and this expression is corroborated with responsiveness to IL-10. Erythema nodosum
Leprosum (ENL) is a serious immunological complication of multibacillary leprosy with
similar aspects to sepsis, such as neutrophilic leukocytosis, fever, malaise and systemic
inflammation. ENL alters the chronic course of leprosy as it accelerates peripheral nerve
damage, resulting in permanent physical disabilities. One of the striking features of this
reaction is the presence of neutrophils in the deep dermis and subcutaneous in tissue lesions.
Thus, ENL has been characterized as a neutrophil-mediated condition. The aim of this study
was to investigate the potential of the IL-10 pathway in regulating the production of
neutrophil-produced cytokines during the ENL episode. In this study, we reported that
peripheral blood neutrophils from patients with ENL express high levels of IL-10R1.
Furthermore, we demonstrated that these same patients, when treated with thalidomide, have
even higher levels of IL-10R1 on the surface of circulating neutrophils. We also observed that
neutrophils present in the skin lesions of patients affected by ENL express IL-10R1. EX vivo
assays revealed that IL-10 was able to inhibit spontaneous neutrophil TNF production from
patients with ENL, and induce TGF-B production. On the other hand, neutrophils from
nonreactive control patients do not spontaneously produce TNF, but, like neutrophils from
patients with ENL, they produce TGF-B1. We then demonstrated that M. leprac was able to
induce IL-8, IL-1B, IL-6, MIP-1f / CCL4, TGF-B1 and IL-1RA production in healthy donor
neutrophils in vitro, and the addition of IL-10 reduced the production of these cytokines, with
the exception of TGF-B1 which increased. In conclusion we demonstrate the ability of M.
leprae to induce IL-10R1 expression on the surface of healthy neutrophils. Collectively, our
data confirm that neutrophils participate in ENL-associated systemic inflammation through
cytokine production. These results contribute to a better understanding of pathogenic
mechanisms and point to the IL-10 pathway as a therapeutic and diagnostic molecular target.
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INTRODUCAO

1. Hanseniase

1.1 Consideragdes Gerais

A hanseniase é uma doenca crbnica infectocontagiosa, conhecida desde 0s tempos
biblicos como lepra, que tem como agente etiologico o Mycobacterium leprae (M. leprae). A
doenca afeta primeiramente a pele e nervos periféricos, ocasionando danos neurais como a
degeneracdo do axdnio e desmielinizacdo, conseqiientemente causando perda da sensibilidade
e paralisia, que evoluem para deformacdes e incapacidades fisicas permanentes (Scollard et
al., 2006), sendo uma das doencas mais antigas descritas.

Acredita-se que a hanseniase tenha se originado na Africa Oriental e no Oriente
Médio, e devido ao movimento migratério humano, a doenca alcancou outros territérios
(Monot et al., 2005). Nas Américas a hanseniase chegou entre os séculos XVI e XVII com os
colonizadores, e a disseminagdo da doenca foi devido ao tréfico de escravos (Departamento
Nacional de Saude, 1960).

No Brasil, o surgimento se deu pela chegada dos colonizadores portugueses, 0S
primeiros casos foram relatados em 1600, no Rio de Janeiro (Garcia.,2001). Mais tarde, em
1920, foi criado no Brasil o departamento nacional de salde publica com objetivo de
estabelecer medidas para controle da doenca, através da construcdo de leprosarios (EIDT.,
2004). Em 1976, devido ao estigma e preconceitos associados ao termo lepra, houve uma
mudanca do termo para hanseniase no Brasil (Rotberg.,1997).

Atualmente, em relacdo ao perfil epidemioldgico da hanseniase, em 2017 um
levantamento feito pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) notificou 210.671 novos casos
de hanseniase em 150 paises, 0s paises que apresentaram alta carga da doenca foram: india,
Brasil e Indonésia, sendo estes responsaveis por 80,2% da carga global de 2017 (Figura 1).
Anaélises realizadas entre os anos 2008 e 2017 mostram uma reducdo na deteccdo de novos
casos globais, de 249.007 em 2008 para 210.671 em 2017 (WHO., 2018).

Em relacdo ao Brasil, analises do Ministério da Saude demonstraram um aumento no
namero de casos entre os anos de 2016 e 2017. Em 2016 foram notificados 25.218 novos
casos, ja em 2017, 26.875 novos casos, um aumento de 1.657 casos.



O Brasil € responsavel por 92,2% dos casos de hanseniase nas Américas (Ministério da
Saude.,2018). Visando o controle da doenga foi criada pela a OMS a “Estratégia Global da
Hanseniase de 2016-2020: acelerando o desenvolvimento de um mundo sem hanseniase”, e
essa estratégia foi adotada por grande parte dos paises onde a hanseniase é endémica, através
de 3 pilares: (i) fortalecer a apropriacdo, coordenacao e parcerias do governo; (ii) interromper
a lepra e suas complicagOes; e (iii) interromper a discriminagdo e promover a inclusao
(WHO.,2016).

Distribuigéo geografica de novos casos de hanseniase, 2017
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Figura 1: Distribuicdo geografica dos casos de hanseniase no ano de 2017. Mapa
representativo de novos casos de hanseniase dectados mundialmente no ano de 2017

Fonte: WHO.,2018. Adaptado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco.

1.2 Agente etioldgico

O M. leprae foi descoberto pelo médico noruegués Gerhard Armauer Hansen em 1873.
Gerhard identificou a presenga de microorganismos causadores da doenca em amostras de
pele de pacientes com hanseniase. Sua descoberta foi divulgada em 1874, sendo reconhecida
internacionalmente em 1880 (Vogelsang, 1978). Apesar de ter sido descoberto ainda no

século X1X, o M. leprae néo é cultivavel in vitro em meio axénico.



Devido a impossibiliade do cultivo in vitro, como alternativa tentaram cultivar o M.
leprae em modelos animais. Tatus e camundongos atimicos foram os Unicos animais dos
quais obtivaram sucesso. A primeira inoculacdo em camundongos foi feita em 1960 por
Charles C. Shepard. O bacilo foi inoculado no coxim plantar de camundongos BALB/c, sendo
observada uma modesta multiplica¢do do bacilo. O modelo de Shepard foi importante para 0s
avancos nos estudos in vitro e in vivo sobre a hanseniase, porém este modelo é limitado para a
obtencgéo de grandes quantidades de bacilo (Shepard CC.,1962).Atualmente, os camundongos
utilizados para multiplicacdo dos bacilos sdo os nu/atimicos que carecem de células B e T,
sendo utilizado por diversos grupos de pesquisa para a obtencdo dos bacilos de grandes
quantidades de bactérias vidveis para estudos in vitro. Conforme mostrado na figura 2, 0 M.
leprae foi inoculado no coxim plantar, observa-se a pata edemaciada devido ao intenso
crescimento de bacilos. (Figura 2) (Costoln., 1976; Truman.,2001).

Em relacdo ao modelo animal, em 1971 Kirchheimer e Storrs infectaram tatus e foi
observado comprometimento de pele, nervos periféricos, medula dssea, figado, baco,
linfonodos, pulmdes, meninges e olhos. Sendo o Unico animal capaz de desenvolver 0s
sintomas observados em humanos (Kirchheimer & Storrs,1971). Além dos Tatus na américas,
os esquilos vermelhos no reino unido sdo reservatorios naturais do bacilo (Avanzi et

al.,2016). Apesar disto a cadeia de transmissdo da hanseniase ainda ndo esta clara.

Figura 2: Cultivo de M. leprae na pata de camundongo. Coxim plantar edamasiado de
camundongo nude seis meses apds a inoculagdo com M. leprae. Fonte: Scollard et al 2006.



Sendo o primeiro agente etioldgico de uma doenca humana a ser identificado. Apresenta-
se na forma de bastonete reto ou ligeiramente encurvado com extremidades arredondadas
(Figura 3) (Hussain., 2007). O M. leprae € classificado como bacilo alcool &cido resistente
(BAAR), sendo corado com fuscina, pois ndo se descora pela lavagem com solucédo
alcool/acido. Nos cortes histoldgicos de lesGes de pele os bacilos sdo vistos de forma isolada,
em agrupamentos ou em grupo denomidados globias, onde os bacilos unem-se de forma
organizada levando a formacgédo de uma substancia incolor denomidada “gléia” (Ress.,1994).

Figura 3: Aspectos morfologicos do Mycobacterium leprae. Imagem de microscopia
eletronica de varredura realizada a partir de cultivo do micobacterium no coxim plantar de
camundongo, demonstrando as caracteristicas morfoldgicas apresentadas pelo M. leprae.
Fonte: Scollard et al.,2006.

O bacilo possui de 1 a 8 um de comprimento e 0,3 um de didmetro, é imével. A
reproducdo € lenta, com duracdo de aproximadamente 11-13 dias, 0 processo ocorre por
divisdo binaria (Hansen.,1955; Scollard et al.,2006). Em relacdo a morfologia, o bacilo possui
membrana plasmatica, parede celular e uma camada mais externa denominada capsula.

A parede celular do M. leprae é composta por peptideoglicanos ligados de forma
covalente a &cidos arabinogalactanos que sustentam &cidos micdlicos e Lipoarabinomana
(LAM). A capsula é composta por diversos lipideos, sendo o glicolipideo fenélico-1 (PGL-1)

e o Ftiocerol dimicocerosato (PDIM) observados no M. leprae (Lastdria & Abreu.,2014).



1.3 Transmissdo

A via de transmissdo da doenca ainda ndo estd clara. Estudos apontam o contato
prolongado com pacientes multibacilares como um fator de risco para a transmissdo da
doenca (Bratschi et al.,2015). Uma hipotese baseia-se no pressuposto que a doenca seja
transmitida pelo trato respiratério, pois foi detectada a presenca do M. leprae na forma viavel
na mucosa nasal (Eichelmann K et al., 2013).

Estudos refor¢cam a hipotese de que a transmissao ocorra pelas vias respiratorias, como a
presenca de adesinas na superficie do M. leprae. Adesinas como hemaglutinina ligadora de
heparina e proteina histona-like, que poderiam se ligar em células epiteliais alveolares e
nasais (Lima et al.,2009). Além disso, outros estudos demonstraram que 0 genoma do M.
leprae contém o gene mcelA e o produto desse gene pode mediar a entrada do bacilo em
células epiteliais respiratérias (Sato et al.,2007).

Acredita-se que individuos que foram infectados que desenvolveram ou ndo a doenca
podem apresentar um periodo transicional de liberacdo de bacilos, pois estudos demonstram a
deteccdo de sequéncias de DNA especificas do M. leprae em swabs e bidpsias nasais
(Neuman et al.,2017). Além disso, também foi observada a soropositividade para antigenos do
bacilo em individuos saudaveis que residem em areas endémicas. Desta forma, considera-se
que a transmissdo ocorra predominantemente a partir das vias aéras de um individuo infectado
para um individuo susceptivel (Lastéria & Abreu, 2014).

Apesar destes fatores, grande parte dos individuos que entram em contato com o bacilo
ndo desenvolve a doenca. A susceptibilidade ao M. leprae possui influéncia genética, por isso
familiares de pessoas com a doenca apresentam maior chance de desenvolver a mesma
(Ministério da Saude.,2017).

1.4 Diagnostico

A hanseniase pode afetar pessoas de qualquer faixa etaria e sexo, o diagnéstico precoce é
fundamental para evitar a evolucdo da doenca, que ocorre de forma lenta e progressiva
(Figura 4). O diagnostico inicial da hanseniase é realizado por critérios clinicos, é observada a
presenca de sinais e sintomas caracteristicos da doenga, como alteracbes na pele
acompanhadas ou ndo de perda de sensibilidade térmica, tatil e dolorosa e/ou alteracdes dos

nervos periféricos (sensitivo e/ou motor) (Ministério da Saude., 2017).



SO ha confirmacdo do diagndstico se houver encontro do agente etioldgico, nos
esfregacos cutaneos ou cortes histoldgicos de lesdo de pele por procedimento de bidpsia
(Souza.,1997). “A bidpsia de lesdo de pele e a presenca de bacilos do M. leprae dentro dos
nervos sao considerados ‘‘padrao-ouro” para confirmagdo de diagndstico (Scollard et
al.,2016). Na rede publica, os pacientes sdo diagnosticados somente pelo exame clinico da
pele e do sistema nervoso periférico. Outro parametro analisado é a avaliacdo do nimero de
lesbes que permite analisar se o paciente é paucibacilar ou multibacilar (Mendonca et
al.,2008).

Figura 4: Evolugdo natural da hanseniase: Fase inicial da doenca e sua evolucéo lenta e
progressiva ao longo dos anos. Paciente diagnosticada antes da era dos antibidticos e da

utilizacdo da Polioquimioterapia (PQT). Fonte: Ministério da Saude.,2017

1.5 Classificacdes e formas clinicas da hanseniase

Segundo Ridley & Jopling (1966), os pacientes sdo classificados em um espectro que
obedece a critérios clinicos, bacteriologicos, imunoldgicos, com énfase nos histopatoldgicos.
O espectro de classificacdo varia entre as formas de hanseniase tuberculoide-tuberculoide
(TT) passando pelas formas boderlines (BT, BB e BL), indo até a forma de hanseniae
lepromatosa-lepromatosa (LL) (Figura 5). As manifestacbes clinicas apresentam
caracteristicas distintas e o desenvolvimento da doenca é dependente de mecanismos

imunologicos do hospedeiro (Ridley & Jopling.,1966).
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Figura 5: Espectro de formas clinicas da hanseniase: Manifestacbes da doenca sdo
classificadas em um espectro clinico. Individuos que entram em contato com o M. leprae
podem apresentar resisténcia natural ou serem assintomaticos. Os que desenvolvem a doenca
podem desenvolver diferentes formas clinicas. O polo tuberculoide (TT), a resposta imune
celular com producdo de citocinas como IFN-y, TNF, IL-2, IL-6 e IL-12, formacdo de
granulomas e presenca de poucos microorganismos. No pélo denominado lepromatoso (LL),
ocorre resposta imune humoral com producdo de IL-4 e IL-10, presenca de macrofagos
espumosos e alta carga bacilar. Entre essas formas da doenca, existem as borderlines (BT, BB
e BL), que se caracterizam pela proximidade entre os pdlos. Adaptado: Misch et al., 2010.

(Elaborado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco).

O polo tuberculoide é considerado o polo de resisténcia dentro do espectro da
hanseniase, pois a resposta imune celular gerada pelo hospedeiro é eficaz contra o bacilo,
resultando na contencdo da carga bacilar. O perfil de resposta celular € predominantemente do
tipo Thl. Neste polo raramente sdo detectados bacilos em bidpsias de pele, apresentando
baciloscopia negativa (Eichelmann et al.,2013).

Em relacdo aos achados clinicos, os pacientes apresentam poucas lesdes de pele, com
bordas elevadas e bem definidas (Figura 6). Os danos neurais evoluem rapidamente, o que
resulta em alteracdes na perda de sensibilidade com diminuicdo ou auséncia de pelos. Além
disso, os pacientes podem apresentar somente comprometimento neural, sem lesdes cutaneas,

sendo denominado de hanseniase tuberculoide neural pura (Souza.,1997).



Figura 6: Aspecto de lesdo cutadnea de paciente com hanseniase tuberculoide. O polo
tuberculoide é clinicamente caracterizado pela presenca de lesdo Unica ou poucas lesdes. Os
pacientes também podem apresentar méaculas eritematosas ou acobreadas, variando de acordo
com a cor da pele do paciente. E também podem ser homegeneamente hipopgmentadas. (A)
Imagem representativa de paciente com lesdo unica, apresentando bordas bem definidas e
elevadas na mao. (B) Paciente apresentando macula Gnica com coloracdo hipopgmentada.
Fonte: Talhari et al.,2015.

No outro extremo do espectro encontra-se o polo lepromatoso, forma clinica de
suscetibilidade ao bacilo que resulta na multiplicacdo e disseminacdo da doenca
(Souza.,1997). Caracterizado pelo surgimento de inimeras lesbes no corpo e presenca de
bacilos nos nervos. Ocorre predominio da resposta celular Th2 e exacerbada resposta imune
humoral, onde ha producdo de anticorpos que ndo sdo protetores contra o bacilo (Eichelmann
et al.,2013). Os pacientes podem apresentar lesbes hipocrdmicas ou eritematosas
simetricamente e amplamente distribuidas. Sem tratamento, a infiltragdo é disseminada e o
eritema progressivo, outras caracteristicas também podem ser observadas nos pacientes com

hanseniase lepromatosa como observadas na figura abaixo. (Figura 7) (Talhari et al.,2015).



Figura 7: Pacientes com a forma lepromatosa da hanseniase. Pacientes com hanseniase
lepromatosa apresentam caracteristicas como surgimento de lesées nodulores e envolvimento
dos pavilhdes auriculares. (A) Imagem representativa de paciente com hanseniase
lepromatosa com lesdes nodulares apresentando bordas bem definidas e superficie brilhante e
lisa. (A) infiltragdo difusa do rosto com envolvimento bilateral de pavilhdes auriculares.
Fonte: Talhari et al .,2015.

Em 1982 a OMS propdés uma classificacdo mais simplificada e operacional,
relacionada com a carga bacilar e o nimero de lesbes. Classificando o0s pacientes
multibacilares (MB) como 0s que possuem uma alta carga bacilar, baciloscopia positiva,
maltiplas lesbes com distribuicdo simétrica, multiplos nervos comprometidos. Ja os
paucibacilares (PB), os que apresentam uma baixa carga bacilar, baciloscopia negativa, com
Unica ou até 5 lesBes de tamanhos varidveis, distribuicdo assimétrica, e pouco
comprometimento neural (WHO.,1982).

Devido a dificuldades que alguns locais de antendimento apresentam na realizacdo da
baciloscopia, a OMS adotou uma forma de classificacdo que se baseia em critérios clinicos ao
invés da carga bacilar. Classificando os PB como 0s que apresentam até cinco lesdes cutaneas

e em MB os pacientes que apresentam acima de cinco lesées (WHO.,1998).



1.6 Tratamento

Os pacientes diagnosticados com hanseniase iniciam o tratamento com uso de
poliquimioterapia especifica, resultando na supressdo dos surtos reacionais, prevencdo de
incapacidades fisicas, reabilitacdo fisica e psicossocial. O tratamento é oferecido por servigos
de saude da rede publica. Em casos de maior complexidade o atendimento é realizado em
centros de referéncia locais, regionais ou nacionais (Aradjo.,2003). Em 1981, a OMS
introduziu o uso da poliquimioterapia de administragéo oral, com rifampicina, clofazimina e
dapsona e essa combinagdo de farmacos se revelou muito eficaz para o controle da doenca
(tabela 1) (Aguas.,2008).

O tratamento é direcionado de acordo com as classificagbes clinicas, paucibacilar e
multibacilar. Os tratamentos se diferem em relacdo a combinacdo de medicamentos e 0
periodo de duracdo do tratamento com objetivo de curar os pacientes e prevenir a cadeia de
transmissdo. Em regifes endémicas o tratamento é feito de forma supervisionada e

posteriormente documentada (Fisher et al.,2017).

Paucibacilar (PB) Rifampicina 600mg Dapsona 100mg 6 meses

Multibacilar (MB) Rifampicina 600mg Clofazimina 50mg 12 meses
Clofazimina 300mg Dapsona 100mg

Unica Les3o (PB) Rifampicina 600mg Dose Unica
Ofloxacino 400mg

Minociclina 100mg

Tabela 1: Esquema terapéutico determinado pela OMS conforme a forma clinica do
paciente. Esquema de tratamento para hanseniase elaborado pela OMS em 1891. Terapia com
rifampicina, clofazimina e dapsona é realizado como tratamento de primeira linha para a
doenca. A combinacdo de medicamentos € realizada mensalmente sob supervisdo médica.

Fonte: Adapatado: Organizacdo Muldial da Saude., 2012.
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1.7 Aspectos imunoldgicos gerais da hanseniase

A resposta imunoldgica contra o M. leprae define a evolucdo da doenca,
caracterizando uma diversificacdo no curso clinico da infeccdo. A imunidade inata é a
primeira linha de defesa contra patdgenos, gerando uma resposta rapida, porém ndo especifica
contra a micobactéria (Goulart et al., 2002).

O primeiro contato entre a micobactéria e a célula do hospedeiro ocorre pelos
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), um exemplo séo os Toll-like receptors (TLRS).
Esses receptores reconhecem padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPS) e estdo
presentes em células que compdem a imunidade inata como os macréfagos e células
dendriticas. TLR2 e TLR4 sdo considerados os mais importantes para o reconhecimento de
micobactérias (Brightbill et al.,1999).

Apds o reconhecimento, os macréfagos e células dendriticas apresentam o antigeno
levando a ativacdo das células T naives pela secrecdo de IL-12 (Demangel et al.,2000). Esse
processo leva a diferenciagdo e expansdo de células Thl produtoras de interferon (IFN-y),
assim como a producdo de TNF, fatores responsaveis pela eliminacdo do bacilo (Underhill et
al.,1999).

O perfil de resposta gerado frente ao bacilo esta associado com as caracteristicas
observadas nas formas clinicas da hanseniase (Moraes et al.,2006). A hanseniase é uma
doenca complexa no qual o bacilo modula a resposta imunolégica do hospedeiro favorecendo
sua sobrevivéncia e multiplicacdo. O antagonismo observado entre os polos do espectro da
doenga foi estabelecido como um “paradigma imunologico”, no qual a representacdo se baseia
nos perfis Thl e Th2 (Sousa et al.,2017).

Na forma TT, a baixa carga bacilar se deve a producdo de TNF e IFN-y gerados pelos
linfécitos Thl. Estas citocinas ativam macrofagos e induzem a producdo de radicais livres que
destroem o bacilo. J& na forma LL, a resposta predominante é Th2 levando a producéo de IL-
4, IL-10 e TGF-B que inibem a capacidade microbicida dos macrofagos e regulam
negativamente o perfil Thl, favorecendo a sobrevivéncia do bacilo (Figura 8) (Sousa et
al.,2017).
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Figura 8: Resposta imunoldgica da hanseniase de acordo com os polos da doencga. Os
pacientes com hanseniase podem apresentar perfis de resposta imunlogica distindos e isso se
deve a resposta gerada pelo macrofago frente ao M. leprae. No polo tubercul6ide, os
macrdfagos produzem IL-12 levando a uma diferenciacdo das células T naive para um perfil
de resposta Thl. Os linfocitos Thl produzem TNF e IFN-y levando ativagdo dos macrofagos
pela producéo de oxido nitrico sintase (iNOS) e NO (Oxido nitrico) que levam & destruicdo do
M. leprae. No polo lepromatoso, os macrofagos produzem IL-4 e IL-10, levando a
diferenciacdo das células B em plasmocitos que produzem anticorpos e também induz a
diferenciacdo de células T naive para um perfil Th2 produtoras de IL-4, IL-10 e TGF-B. O
TGF-B junto a IL-10 induz a diferenciacdo das células Th para um perfil Th3 ( T reg). A
producédo de IL-4, IL-10 e TGF-B inibem a acdo microbicida dos macrofagos, favorecendo a
sobrevivéncia do M. leprae. Adaptado: Goulart et al., 2002 ( Elaborado pela autora - Fabiana

dos Santos Pacheco).
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1.8 Episddios reacionais na Hanseniase

As reagdes hansénicas afetam 30-50% dos pacientes com hanseniase (Britton et al.,
2004). As reacdes sdo fendmenos inflamatorios agudos que podem se manifestar de maneira
local ou sistémica. Os pacientes podem ser acometidos antes, durante ou apds o tratamento
com a poliquimioterapia (Kamath et al.,2014).

Os episodios reacionais geralmente acometem pacientes LL e pacientes borderlines
(Kahawita et al.,2008). As manifestacOes clinicas das rea¢fes possuem relacdo com a resposta
imune do hospedeiro e podem ser classificadas como reacéo tipo 1 ou Reacdo reversa (RR) e

reacao tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH) (Scollard et al.,2006).

Ambas as reacdes podem ocasionar incapacidades permanentes. Estudos sugerem que
isso se deve ao tropismo do M. leprae pelas células de Schwann, levando a desmilinizagéo e
consequente comprometimento neural devido a perda de funcdo nervosa (de Freitas & Said,
2013). Além disso, no inicio dos episodios reacionais sdo detectados altos niveis de citocinas
como IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF no soro e em lesGes cutaneas. (Khadge et al.,2015).

1.8.1 Reacgdo Reversa ou Reagdo tipo 1

A RR ¢é caracterizada clinicamente com uma exacerbacdo inflamatéria de lesdes de
pele j& existentes, também podendo ocorrer surgimento de novas lesfes e neurites dolorosas
(Kahawita et al.,2008). As lesdes existentes podem se tornar eritematosas e edemaciadas,
podendo ulcerar (Goodless et al.,1991). Edema de pés e maos € comum nesses pacientes, mas
sintomas sistémicos sao incomuns (Figura 9) (Kamath et al.,2014). Essa reacdo geralmente
acomete os pacientes borderlines, sendo mais comum em pacientes BT e BB quando
comparado com pacientes BL (Pinheiro et al.,2011).
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Figura 9: Paciente com Reacdo Reversa ou reacdo tipo. Pacientes com reacdo reversa
geralmente apresentam lesdes eritematosas e edamasiadas, edemas de méaos e pés sdo comuns
nesses pacientes, ao contrario de sistomas sistémicos que sdo incomuns. (A) Paciente com
hanseniase borderline lepromatosa que desenvolveu reacdo reversa e apresentando
clinicamente mdo direita edemasiada. (B) Paciente com hanseniase borderline lepromatosa
com maculas que se tornaram eritematosas como consequéncia da reacdo reversa. Fonte:
Kamath et al.,2014.

Em lesdes de pele de pacientes RR, analises de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) demonstram que a expressdao do RNAm das citocinas IL-1B, IL-2, e IFN-y esta
aumentada e a expressao de citocinas no padrdo Th2 esta reduzida (Yamamura et al.,1992).
Dosagens séricas demonstram niveis significativamente elevados de fatores pro-inflamatérios
como IP-10, IL-17F, IL-1, IL-6 e TNF em pacientes com RR quando comparados com casos
de hanseniase ndo reacional (Chaitanya et al.,2013).

Antigenos do M. leprae sdo encontrados nos nervos e na pele de pacientes com RR,
localizados em células de Schwann e macrdéfagos (Lockwood et al.,2002). Em relagdo aos
danos neurais ocasionados durante a reacdo. Estes estudos demonstram a participacdo da
reposta imune inata nos danos neurais, uma vez que células de Schwann expressam TLR2, e a
ativacdo ocorre por antigenos de M. leprae que resultam na morte destas células, sendo a
possivel causa para os danos neurais decorrentes dessa reacdo (Oliveira et al.,2003).

Das citocinas envolvidas na RR, o TNF é considerada uma das principais citocinas
envolvidas na patologia do RR, isso pode ser explicado por estudos de imuno-histoquima que
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demonstraram a presenca de TNF na pele e nos nervos de pacientes acometidos pela RR, em
comparativo com pacientes ndo reacionais (Vinayakumar et al.,1995).

O tratamento da RR é realizado com uso de corticosterdides orais na dose de 0,5 a 1
mg/kg, sendo reduzido ao longo de um periodo de 4 a 6 meses. Controlando o processo
inflamatdrio, os sinais e sintomas clinicos em casos mais leves desaparecem logo na primeira

semana de tratamento (Naafs., 2003).

1.8.2 Reacdo Eritema Nodoso Hansénico ou Reacao tipo 2

O ENH é uma complicacdo inflamatéria grave da hanseniase. Essa reacdo imunologica
acomete 50% dos pacientes LL e 5 a 10% dos pacientes na forma BL. Clinicamente ocorrem
manifestacdes cutdneas de forma generalizada com surgimento nodulos eritematosos
inflamados e péapulas, podendo ser superficiais ou profundos (Figura 10) (Pfaltzgraff &
Ramu., 1994). Além disso, 0s sinais e sintomas séo sistémicos, clinicamente similares a sepse,

pois apresentam alta leucocitose e mal estar intenso (Kamath et al., 2014).

Figura 10: Eritema Nodoso Hansénico (ENH). Paciente com hanseniase Lepromatosa com
reacdo ENH apresentando clinicamente pépulas, placas e nodulos de cor rosa brilhante

ocorrendo nas extremidades superiores bilaterais. Fonte: Kamath et al., 2014.
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Em lesbes de pele de pacientes com ENH sdo encontrados leucdcitos
polimofonucleares, principalmente neutréfilos. Durante anos o desencademanento do ENH foi
associado a deposicdo de imunocomplexos. Atualmente o ENH é considerado como uma
condicdo mediada por imunocomplexos e neutréfilos (Polycarpou et al., 2017). Estudos
sugerem que o curso clinico do ENH esta relacionado com a producdo de citocinas e
mediadores pré-inflamatdrios liberados sistemicamente ou no local da lesédo (Martiniuk et al.,
2012; Lee et al., 2010).

A imunopatogénese do ENH é complexa, os pacientes apresentam altos niveis de TNF
e IL-1B no soro (Sarno et al., 1991). Paralelamente, em lesdes de pele é observado aumento
na expressdo de RNA mensageiro para IL-6, IL-8 e IL-10 (Yamamura et al., 1992). A
expressdo de TNF também é observada nas lesGes de pele, porém a expressdo de IL-4 esta
ausente ou baixa (Teles et al.,2002; Nath et al.,2000).

O tratamento do ENH é feito pelo uso de altas doses de corticosteroides orais e
talidomida (Walker et al., 2015). Dos corticosteroides, a Prednisona é usada para o tratamento
do ENH em casos moderados a graves (WHO., 2010). A dose utilizada geralmente é de 40-60
mg por dia, e de acordo com a resposta dos pacientes ao tratamento a dose é reduzida
lentamente (Pocaterra et al., 2006). A talidomida é extremamente eficaz no tratamento do
ENH, usada para o tratamento de pacientes em casos moderados a grave. Sua eficacia no
controle dos sintomas é observada em 24-48 horas apds sua administracdo. O mecanismo de
acao da talidomida ainda nao esta claro. Porém, estudos propdem que sua eficacia seja devido
a sua acdo na inibicdo de TNF (Tadesse et al., 2006). Outros mecanismos também sdo
propostos, como a estimulagdo da producédo de IL-2 por células T e inibicdo do recrutamento
de neutrofilos (Kamath et al.,2014). Apesar da eficicia da talidomida, seu uso deve ser
restrito devido ao seu potencial teratogénico (Lary et al., 1999).

A Clofazimina é um agente antiinflamatorio leve, usado para o tratamento de
pacientes que apresentam clinicamente sintomas de leve a moderado do ENH, porém sua acdo
ocorre de forma lenta (Helmy et al.,1971). A dose de clofazimina é de 300 mg por dia e 0
tratamento ndo deve exceder 12 meses, pois pode causar descoloragédo da pele (Jopling.,
1976). Outros tratamentos alternativos para o ENH estdo em estudo, como o uso de
azatioprina, metotrexato, zinco oral e o infliximabe, um anticorpo monoclonal anti-TNF
(Kahawita et al., 2008).

Apesar de inimeros estudos realizados, o entendimento sobre o0 ENH ainda permanece
limitado. A complexidade e o agravamento do estado clinico decorrente desta reacéo,

destacam a importancia de estudos sobre as vias inflamatdrias associadas ao quadro. Estes
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estudos nos permitirdo um melhor entendimento sobre a reacdo além de propostas para

diagnostico pré-clinico, tratamento e prevencdo do ENH.

1.8.2.1 Neutréfilos no Eritema Nodoso Hansénico

Os neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes na circulagéo periférica, contribuem
cerca de 50%-70% dos leucdcitos totais em adultos saudaveis (Welch et al.,1989). Atuam
como primeira linha de defesa contra patdgenos invasores. Os neutrofilos eliminam
microorganismos por diferentes mecanismos, como fagocitose, producdo e liberacdo de
quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas (Mortaz et al., 2018). Em 2004
outro mecanismo de eliminacdo de microorganismos por neutrofilos foi descrito, a NETose
(Zawrotniak et al.,2013). Esse processo consiste na formacdo de “’redes’’ que capturam os
microorganismo, sendo capaz de matar ou suprimir a proliferacdo de fungos e bactérias
(Brinkmann et al.,2004).

Durante a déecada de 70 estudos foram realizados sobre a funcdo dos neutrofilos nas
diferentes formas da hanseniase (Sher et al.,1978). A principio foram realizados trabalhos em
relacdo a ativacdo dos neutréfilos durante a doenca. Para isso utilizaram nitro blue tetrazolium
(NBT) e observaram um aumento na ativagdo neutrofilica em seis pacientes LL em estado
reacional quando comparado com ndo reacionais ou doadores sadios (Goihman-Yahr et
al.,1975). Outro trabalho demonstrou que soros de pacientes ENH possuem a capacidade de
ativar neutrofilos de doadores sadios in vitro (Sher et al.,1978).

Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que neutréfilos isolados de
pacientes LL com ou sem reacdo produzem IL-8 e TNF quando estimulados com M. leprae in
vitro. Além disso, foi observado que neutrofilos de pacientes ENH apresentam apoptose
acelerada, quando comparado com neutrofilos de doadores sadios ou BL/LL sem reagdo
(Oliveira et al.,1999).

Durante um processo inflamatorio, ocorre um rapido influxo de neutréfilos presentes
no sangue periférico para o sitio de inflamacdo (Hyun et al.,2012). Os neutrofilos séo
considerados um marco histologico para 0 ENH. As lesdes de pele de pacientes ENH
possuem intenso infiltrado perivascular de neutrdfilos ao longo da derme e subcutaneo
(Figura 11) (Fridlender et al.,2009; Weber et al.,2011).
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Figura 11: Lesbes de pele de pacientes com ENH. (A) Como caracteristicas
histopatologicas as lesdes cutdneas do ENH, apresentam predominante infiltrado neutrofilico
localizados nas camadas mais profundas da derme e em tecido subcutaneo. (B) Presenca de

macrofagos espumosos e infiltrado neutrofilico Fonte: Schmitz et al.,2019.

Os neutrofilos atuam como sensores bioldgicos. Alteragdes no microambiente
resultam na expressdo de diferentes moléculas em sua superficie (Elghetany et al.,2002).
Estudos recentes demonstraram que durante o ENH, neutréfilos circulantes e presentes na
lesdo expressam CD64 em sua superficie, e o tratamento com talidomida reduziu essa
expressao (Schmitz et al, 2016). Andlise de correlacdo também realizadas nesse estudo
demonstrou que a gravidade dos pacientes ENH é diretamente proporcional aos niveis de
expressdo de CD64, marcador de ativagdo de neutrofilica. (Schmitz et al., 2016).

A Pentraxina-3 (PTX3) é uma proteina presente no granulo neutrofilico secundario,
proteina induzida em resposta a sinais inflamatorios como TNF e IL-18 com func¢Bes na
resposta imune inata e na inflamacdo. Nosso grupo demonstrou que esta proteina é liberada
sistemicamente e nos sitios de lesdo durante o ENH, porém o mesmo ndo foi observado na
RR. Foi observado também que grande parte dos neutréfilos presentes na lesdo expressam
PTX3, e assim como ocorrido com o CD64, o tratamento com a talidomida diminuiu essa

expressao (Mendes et al., 2017).
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A busca por biomarcadores € um campo promissor nos estudos sobre o0 ENH. O estudo
sobre a expressdo de CD64 em neutrofilos, por exemplo, aponta para este receptor de
superficie como um promissor biomarcardor pré-clinico para o ENH, assim como um
marcador de severidade (Schmitz et al., 2016). Ja em relacdo a PTX3, este estudo fornece um

novo alvo molecular para o controle da patogénese do ENH (Mendes et al.,2017).

1.9 Via IL-10/IL-10R

A Interleucina-10 (IL-10) é secretada por diversos tipos celulares incluindo
mondcitos/macrdfagos, linfécitos B e subclasses de linfocitos TCD4+. Possui como fungédo
bioldgica o controle homeostatico da resposta imunoldgica, controlando a diminuicdo e
duracdo do processo inflamatdrio. O efeito da IL-10 ocorre pela sua capacidade de bloquear
seletivamente a expressdo de genes pro-inflamatérios que codificam citocinas e quimiocinas
produzidas por células mieldides ativadas por ligantes de PRRs como o LPS (Moore et al.,
2001). A expressdo dos receptores IL-10R1 e IL-10R2 sdo fundamentais para a
responsividade a IL-10. Os efeitos bioldgicos da IL-10 se iniciam pela ligagdo com uma
estrutura heterodimérica, composta pelas subunidades IL-10R1 e IL-10R2. A IL-10 possui
uma alta afinidade pela IL-10R1, porém a cascata de sinalizacdo sé é iniciada se houver a
presenca da IL-10R2, ambas sdo necessarias para que a transcricdo dos genes da via da IL-10
seja realizada (Kotenko et al.,1997). Ap6s a ligacdo da IL-10 com seu receptor
heterodimérico ocorre interacdo das tirosinas kinases Janus kinase 1 (JAK1) e Tyrosina
Kinase 2 (Tyk2), que se ligam, respectivamente, a IL-10R1e IL-10R2 (Kotenko et al.,1997;
Kotenko.,1998). Posteriormente ocorre a fosforilacdo da primeira proteina da via, a STAT3.
Apébs a ativacdo da STAT3 temos a transcricdo de outros componentes da via, SOCS-3 e
HMOX-1, desta forma os efeitos anti-inflamatérios da IL-10 sdo inciados (Figura 12)
(Bazzoni et al., 2010).
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Figura 12: Representacdo esquematica da ligacdo da IL-10 e seu receptor
heterodimérico. A IL-10 ao se ligar ao receptor composto pelas subunidades IL-10R1 e IL-
10R2 inicia uma cascata de sinalizacdo, onde ocorrre a interacdo de JAKL1 e Tyk2 nos
receptores IL-10R1 e IL-10R2, respectivamente. Induzindo a fosforilagdo de STATS3, a
primeira proteina da via a ser ativada. Posteriormente temos a transcricdo de SOCS-3 e
HMOX. Desta forma, ocorrem os efeitos antiinflamatérios da 1L-10. Adaptado: Fioranelli et

al.,2014 (Elaborado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco).

IL-10 é considerada como uma molécula chave para a inibi¢do da sintese de citocinas
pré-inflamatorias produzidas por varios tipos celulares, como linfocitos, mondcitos e
macrofagos, exercendo dessa forma acdo inibitéria em citocinas consideradas como
marcadores do processo inflamatdrio, como IL-1f, IL-6, TNF, GM-CSF e IFN-y
(Bijjiga.,2013). Inibe perfis de resposta gerados por linfocitos, Thl e Th2. Possui efeito
predominante na subpopulacdo Thil, inibindo a producdo de IFN-y e TNF, pela supresséo da

sintese de 1L-12, promovendo o predominio da resposta Th2.
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A 1L-10 ndo possui apenas funcdo inibitéria em citocinas pré-inflamatorias, mas
também induz a producdo de fatores antiinflamatorios como IL-1RA (Steinbrink et al.,1997).

Durante o processo inflamatério os neutrofilos secretam diversas citocinas pro-
inflamatdrias (Cassatela., 1999). Como ja descrito anteriormente, a responsividade de uma
célula a IL-10 é dependente da expressdo das duas cadeias: IL-10R1 e IL-10R2 (Bazzoni et
al.,2010), porém neutréfilos circulantes expressam constitutivamente somente a cadeia IL-
10R2. Por outro lado, estudos demonstram que neutréfilos de doadores sadios quando
estimulados com LPS in vitro por 4 horas passam a expressar a cadeia IL-10R1 (Cassatela et
al.,2005). Esse achado também foi observado em neutrofilos purificados do sangue periférico
de pacientes com sepse, e mais importante, a expressao da cadeia IL-10R1 fez com que 0s
neutréfilos respondessem a IL-10, ativando componentes da via STAT3 (Figura 13) e

modulando negativamente citocinas pro-inflamatérias (Tamassia et al.,2008).

LPS orIL-4

sepsis

Figura 13: A responsividade de neutrofilos a IL-10 é dependente da expressdo do
receptor IL-10R1. (A) neutréfilos expressam constitutivamente a cadeia 1L-10R2. (B) ap6s a
incubacdo com LPS ou IL-4 in vitro ou durante a sepse, neutrofilos passam a expressar a
cadeia IL-10R1. (C) Responsividade a IL-10 em termos de fosforilacdo da primeira proteina
da via IL-10/IL-10R, a STATS3. Fonte: Bazzoni et al.,(2010)

21



1.10 JUSTIFICATIVA

As reacdes hansénicas afetam de 30 a 50% dos pacientes com hanseniase (Britton et
al.,2004). As reacfes sdo fendmenos inflamatdrios agudos que podem se manifestar de
maneira local ou sistémica. Essas reacGes sdo responsaveis pelo agravamento do estado
clinico do paciente, ocasionando danos neurais que tem como consequéncias as incapacidades
fisicas permamentes caracteristicas da doenca (Scollard et al., 2006).

O ENH é uma complicacéo inflamatoria grave da hanseniase. Essa reagdo imunoldgica
acomete 50% dos pacientes LL e 5 a 10% dos pacientes acometidos pela forma BL
(Pfaltzgraff & Ramu.,1994). Nas lesdes de pele sdo encontrados leucdcitos
polimorfonucleares, principalmente neutréfilos. Atualmente o ENH é considerado uma reacéao
mediada por neutrofilos (Polycarpou et al.,2017). Estudos pioneiros do nosso grupo
demonstraram que neutrofilos isolados de pacientes LL com ou sem reacdo produzem IL-8 e
TNF quando estimulados com M. leprae in vitro (Oliveira et al.,1999). Atualmente, muitos
trabalhnos vém sendo realizados a respeito do envolvimento dos neutrofilos na
imunopatogénese da hanseniase, mais especificamente durante o ENH. Recentemente Schmitz
et al demonstraram a expressao de CD64 em neutrofilos circulantes e de leséo, esse achado
foi apontado como um promissor biomarcador para 0 ENH e como um marcador para a
gravidade do quadro clinico (Schmitz et al., 2016). Nosso grupo também demonstrou que a
PTX3, proteina presente no granulo secundério do neutrdfilo, é liberada sistemicamente e nos
sitios de lesdo durante o0 ENH, contribuindo dessa forma para o melhor entendimento sobre a
imunopatogénese do ENH (Mendes et al.,2017).

Assim como na sepse durante 0 ENH, os pacientes podem apresentar uma leucocitose
neutrofilica e um mal-estar intenso (Brown et al.,2006). Estudos demonstram que durante a
sepse 0s neutrofilos passam a expressar o receptor IL-10R1 e se tornam prontamente
responsivos a IL-10, caracteristicas ndo observadas em neutréfilos de doadores sadios
(Tamassia et al.,2008).

Isso de deve ao fato de que durante alteragdes no microambiente os neutrofilos
alteram suas moléculas de superficie (Elghetany et al.,2002). Estudos como o do CD64 e a
IL-10R1 sendo expressos na superficie dos neutrofilos reforcam este dado. Em contrapartida,
a IL-10 regula negativamente a producdo de citocinas pro-inflamatorias, desta forma

controlando a inflamacgéo (Bijjiga.,2013).
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O estudo de vias antiinflamatdrias nos permite pensar em novas intervencdes
terapéuticas para o controle e prevencdo do ENH. A busca da expressdo de antigenos que sdo
produzidos em condicGes patologicas nos ajuda na descoberta de biomarcadores que
permitem o diagndstico precoce. Com base nesses estudos, nosso trabalho buscou contribuir
para 0 melhor entendimento do papel dos neutréfilos na imunopatogénse do ENH, assim
como um possivel papel para a IL-10 como um alvo molecular terapéutico e diagndstico.
Nossa hipotese € de que o M. leprae induz a expressao de IL-10R1 em neutrdfilos, tornando-
0s responsivos a IL-10.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial da via da IL-10 em neutréfilos durante a reacdo Eritema Nodoso

Hansénico.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar os niveis de expressdo de IL-10R1 em neutrdfilos circulantes de pacientes
BL/LL e ENH antes e ap6s 7 dias de tratamento com talidomida.

2. Investigar a presenca de neutréfilos IL-10R1* nas lesOes de pele de pacientes ENH

antes do tratamento com talidomida.

3. Analisar a capacidade do M. leprae em induzir a expressao de IL-10R1 em neutrofilos

humanos.
4. Avaliar as citocinas produzidas por neutréfilos em resposta ao M. leprae.

5. Analisar se neutrofilos circulantes de pacientes BL/LL e ENH e neutréfilos de

doadores sadios ap0s o estimulo com M. leprae respondem a IL-10 in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes e doadores sadios

Esse estudo foi conduzido juntamente com o Ambulatério Souza Araujo, referéncia
em diagnostico e tratamento para hanseniase (Laboratorio de Hanseniase, IOC/FIOCRUZ) e
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa com Seres Humanos (CEP-Fiocruz/IOC)
(CAAES56113716.5.0000.5248). Todos os pacientes envolvidos neste estudo assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido. A hansenise foi diagnosticada em individuos que
apresentaram manchas de pele hipopgmentadas e anestésicas e/ou espessamento de nervos
periféricos e/ou a presenca de bacilo alcool acido resisténtes em amostras de biopsias de leséo
de pele. Os pacientes com hanseniase usados neste estudo foram classificados de acordo com
a escala de Ridley e Jopling (Ridley e Jopling.,1966). Os critérios de inclusdo foram:
pacientes que apresentam diagnésico clinico de hanseniase borderline lepromatosa (BL),
Lepromatoso Lepromatoso (LL) antes do tratamento com a PQT com ou sem reacdo eritema
nodoso hansénico (ENH) antes do tratamento com talidomida e 7 dias ap6s o tratamento. Os
critérios de exclusdo do estudo foram: Pacientes com hanseniase que apresentam co-
morbidade (infeccdo HIV, diabetes, cancer, gravidez e imunocomprometidos e
imunossuprimidos). A partir destes critérios a populacdo de estudo foi dividida em 3 grupos:
Grupo 1: Doadores Sadios, Grupo 2: Pacientes Multibacilares sem reacdo e Grupo 3:
Pacientes Multibacilares com ENH.

3.2 Coleta de sangue e purificacdo de neutrdéfilos

As amostras dos individuos incluidos neste trabalho foram obtidas pelo processamento
de sangue em cadmara de fluxo laminar respeitando as normas e precaucfes para minupulacéo
