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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Pedro Henrigue Lopes da Silva

A hanseniase é uma doenca crbnica infecciosa e negligenciada que permanece endémica em
muitos paises em desenvolvimento, onde cerca de 200.000 novos casos sdo notificados
anualmente. Neste sentido, a hanseniase multibacilar (MB), que engloba as formas clinicas
responsaveis pela manutencao da cadeia de transmisséo da doenca, tem sido detectada em
taxas cada vez maiores entre os idosos brasileiros. Parte do declinio da funcéo fisiolégica
durante o envelhecimento é devido ao aumento do dano oxidativo e as mudancas nas
subpopulacdes de linfocitos T, caracteristica do processo de imunosenescéncia, relacionado
ao aumento da suscetibilidade as doencgas infecciosas, autoimunes e cancer. O objetivo deste
estudo foi investigar possiveis alteracbes, relacionadas a idade, da resposta imune dos
pacientes idosos com hanseniase, bem como verificar se estes pacientes apresentavam
maior dano oxidativo, e, como esses aspectos poderiam influenciar na patogénese da doenca.
Desta forma, foram incluidos neste estudo 87 individuos, 62 pacientes com hanseniase,
recém- diagnosticados e nao tratados, distribuidos de acordo com a faixa etaria e as formas
clinicas da doenca, além de 25 voluntarios ndo-hansenianos. Amostras de sangue periférico
e lesdo de pele dos pacientes foram coletadas para as analises pertinentes. Os resultados
dessas andlises mostraram que a concentracdo sérica de proteinas carboniladas foi
significativamente maior em pacientes idosos em comparacdo aos pacientes jovens. Um ano
ap6s a alta da poliquimioterapia (PQT) e durante o processo de eliminacdo do
Mycobacterium leprae, o dano oxidativo aumentou em pacientes MB jovens, mas ndo em
idosos MB. Os pacientes paucibacilares (PB) e MB idosos apresentaram maior quantidade de
4-HNE em lesbes cutaneas do que 0s pacientes jovens, principalmente ao redor e no interior
dos linfécitos T CD8* de memdria. Além disso, jovens MB demonstraram maior capacidade
de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs) em comparacdo aos pacientes idosos
MB, que apresentaram menor expressdo génica de enzimas antioxidantes, principalmente
glutationa peroxidase. Também foi verificado um acamulo de linfocitos T CD8* de memoria,
bem como reducéo da expresséo de células com o fenétipo CD8*CD28" em lesdes de pele
de pacientes idosos, quando comparados aos pacientes jovens. Nao obstante, observamos
alteracBes na expressao dos genes LAG3 e PDCD1 em lesBes cutaneas de pacientes MB
jovens, quando comparados a pacientes MB idosos. Esses dados sugerem que as alteracdes
relacionadas a idade nas subpopulacdes de linfécitos T e 0 aumento do dano oxidativo podem
influenciar a imunopatogénese da doenca, além de facilitar o aparecimento da hanseniase em
pacientes idosos.
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Leprosy is a chronic infectious and neglected disease that remains endemic in many
developing countries, where about 200,000 new cases are reported annually. Multibacillary
leprosy (MB), which encompasses the clinical forms responsible for maintaining the chain of
transmission of the disease, has been detected at increasing rates among elderly people in
Brazil. Part of the decline in physiological function during aging is due to increased oxidative
damage and changes in T cell subpopulations, characteristic of the immunosenescence,
related to increased susceptibility to infectious, autoimmune diseases and cancer. The
purpose of this study was to investigate possible changes, related to age, to the immune
response in elderly patients with leprosy, as well as to verify whether these patients had greater
oxidative damage and how these aspects could influence the pathogenesis of the disease.
Thus, 87 individuals were included in this study, 62 patients newly diagnosed with leprosy and
not treated, distributed according to the age group and the clinical forms of the disease; in
addition to 25 non-leprosy volunteers. Samples of peripheral blood and skin lesions from the
patients were collected for the analyzes. The results of these analyzes showed that the serum
concentration of carbonylated proteins was significantly higher in elderly patients compared to
young patients. One year after discharge from multidrug therapy (MDT) and during the process
of eliminating Mycobacterium leprae, oxidative damage increased in young MB patients, but
not in elderly MB patients. Paucibacillary (PB) and MB elderly patients had a higher amount of
4-HNE in skin lesions than young patients, mainly around and inside the memory CD8" T
lymphocytes. In addition, young MB patients showed greater ability to neutralize reactive
oxygen species (ROS) compared to elderly MB patients, who showed lower gene expression
of antioxidant enzymes, especially glutathione peroxidase. There was also an accumulation of
memory CD8" T lymphocytes, as well as reduced expression of CD8*CD28" cells in skin
lesions of elderly patients, when compared to young patients. Nevertheless, we observed
changes in the expression of the LAG3 and PDCD1 genes from the skim of young MB patients,
when compared to elderly MB patients. These data suggest that age-related changes in
subpopulations of T cells and increased oxidative damage may influence the
immunopathogenesis of the disease, in addition to facilitating the onset of leprosy in elderly
patients.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Hanseniase: aspectos historicos e culturais

A Hanseniase € uma doenca infectocontagiosa crbnica, de notificacao
compulséria em todo territério nacional, causada pelo Mycobacterium leprae,
associada a um grande estigma social com registros que datam de mais de dois mil
anos. A doenca afeta majoritariamente a pele e os nervos periféricos com capacidade
de ocasionar lesdes neurais. Por esse motivo, ao longo do curso da infec¢do, os
doentes podem desenvolver lesdes com falta de sensibilidade, deformidades e alto
poder incapacitante, principal responsavel pelo estigma e discriminacdo as pessoas
acometidas pela doenca. As sequelas podem ser por vezes permanentes,
comprometerem a vida do paciente e sua insercdo ou manutencdo no mercado de
trabalho (Scollard et al., 2006; Brasil, 2021).

N&o ha um consenso sobre o local de origem da doenca, embora acredite-se
que ela possa ter surgido em territérios que hoje pertencem a india. Escritos antigos,
com descri¢des clinicas similares a Hanseniase, datam de 600 aC até 1400 aC na
india. J& na China, hé registros de cerca de 500 aC que mencionam lesées na pele,
dorméncia e madarose (perda de sobrancelhas e/ou cilios), que também devem estar
relacionados a Hanseniase. Soldados gregos, retornando das campanhas de
Alexandre o Grande, na india, teriam levado a doenca para as nagdes banhadas pelo
mar Mediterrdneo. Por conseguinte, exércitos romanos teriam introduzido a doenca
na Europa Ocidental, nas col6nias criadas na Espanha, Galia e Inglaterra. E a
propagacdo pode ter se intensificado durante as cruzadas (Bennett et al., 2008).
Posteriormente, por meio do colonialismo e tréfico de escravos africanos, a doenga
teria chegado as Américas e outras regides da Africa (Monot et al., 2005).

Ha uma longa histdria marcada por medo, estigma e repulsa em relagdo aos
pacientes portadores de Hanseniase devido as deformidades nos membros e
desfiguracdo facial causada pela doenca nao tratada. Registros de algumas
civilizagbes orientais da Antiguidade mostram que 0s pacientes estavam sujeitos a
rituais de purificacdo e quarentena, e, certas vezes, a serem enterrados vivos para

impedir a propagacao da doenca. Acreditava-se que a doenca era contraida como
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uma forma de punicdo divina ou ligada a personificacdo de forcas malignas (Brown,
2006, Bennett et al., 2008).

Na ldade Média, portadores da doenga foram banidos do convivio familiar e da
Igreja, além de serem forgados a usar roupas distintas e anunciar sua presenga com
sinos (Trautman, 1984). Ademais, na visédo ocidental, grande parte do estigma pode
estar relacionado a traducao incorreta de passagens biblicas no livro de Levitico, como
descrito por estudiosos de Alexandria por volta de 3 aC. O termo hebraico tsara'ath
gue significava atos ou condi¢gdes impuras ou desfigurantes, foi traduzido para lepra,
palavra usada pelos médicos gregos para uma condi¢ao patolégica da pele (Bennett
et al., 2008).

Embora a etiologia da doenca ja esteja bem descrita, ainda hoje existe uma
hostilidade legalizada pela qual passam os pacientes. Alguns paises ainda possuem
legislacdo que permite discriminagdo e segregacdo dos pacientes. Essas leis vao
desde a retirada do paciente do convivio social até a falta de oferta de tratamento pelo
poder publico (Zamparoni, 2017; WHO, 2019).

A descricdo da etiologia da Hanseniase tornou-se bastante urgente durante
uma epidemia que ocorreu na Europa no século XIX. Em 1847, uma investigacado
detalhada das caracteristicas da doenca, feita pelos médicos Daniel Danielssen e Carl
Boeck, resultou na publicacdo de um livro inovador, Om Spedalskhed (On Lepra). O
livro é reconhecido como a primeira publicacdo que distingue a Hanseniase de outras
doencas infecciosas que afetam a pele, como como sifilis e psoriase. Mais tarde, em
1873, Gerhard Armauer Hansen foi o primeiro a identificar o patbgeno causador da
Hanseniase, o M. leprae, ao verificar a existéncia de bacilos em lesdes de pele
(Trautman, 1984).

14



Figural-llustracdes delesdes faciais (esquerda) edisseminadas pelo
corpo (direita) do livro Om Spedalskhed. Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Om_Spedalskhed#/media/

File:20 year old woman with severe leprosy Wellcome L00748
Acesso em 12 de marco de 2021.

Até 1940, a Hanseniase era tratada com o 6leo de chaulmoogra, que é extraido
das sementes da espécie de Hydnocarpus wightiana, cujo uso originou-se na
sociedade hindu. A partir de entéo, introduziu-se o uso das sulfonas para o tratamento
da doenca. As sulfonas sdo compostos organicos derivados dos &cidos sulfénicos
pela substituicdo da hidroxila por um radical alcoila ou arila. O sucesso do uso das
sulfonas durou até a década de 70, quando muitos casos de resisténcia foram
relatados devido ao tratamento inadequado. Além disso, uma elevada taxa de recidiva
apos a cura com a monoterapia sulfénica e a persisténcia de bacilos viaveis, mesmo
apos 10 a 12 anos de tratamento, fez com que a OMS incentivasse a busca por novos
farmacos. Em 1976, a OMS financiou o Programa Especial de Pesquisa e
Treinamento em Doengas Tropicais, com o objetivo de investigar a resisténcia as
sulfonas e novas abordagens terapéuticas. Por fim, em 1982, a OMS recomendou um
protocolo de tratamento denominado poliquimioterapia (PQT) que combinava
rifampicina, clofazamina e dapsona (WHO, 1982).

Os pacientes agrupados com as formas paucibacilares (PB) deveriam ser
tratados por 6 meses e 0s pacientes agrupados como multibacilares (MB), por 12 a
24 meses. A resposta ao tratamento com a PQT foi bastante satisfatoria. Reducdes

significativas na detec¢ao de novos casos da doenca passaram ocorrer ano apos ano,
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com consequente eliminacéo da doenca em muitos paises. Em conjunto, mais de 14,5
milhndes de pacientes foram curados pelo uso da PQT e cerca de 2 milhdes de
pacientes ndo chegaram a desenvolver incapacidades fisicas (Bennett et al., 2008;
WHO, 2019).

1.2 — Epidemiologia

Mesmo apoés a implementacdo da PQT, a Hanseniase ainda é endémica em
muitos paises, sobretudo nas areas mais pobres do globo. Em 2019, mais de 200 mil
novos casos da doenca foram notificados mundialmente. Nos ultimos dez anos, houve
uma reducdo de 15% na deteccdo de novos casos, sendo este decréscimo mais
acentuado em certas regifes onde as politicas publicas de assisténcia a saude ja
estavam mais bem definidas. Entretanto, em certos paises, houve um aumento da
deteccdo da doenca, fato que esta associado as campanhas ativas de deteccao e,
principalmente, a triagem aprimorada de contatos domiciliares de pacientes. Na ultima
década, mais da metade dos casos ao redor do mundo ficaram concentrados no
sudoeste asiético. Entretanto, a situacao critica da Hanseniase também é detectada
no nosso pais. india, Indonésia e Brasil sdo responséaveis por quase 80% dos casos
da doenca no mundo. Ainda em relagdo aos novos casos registrados no ano de 2018,
o Brasil é responséavel por 93% dos casos das Américas (WHO, 2019; WHO, 2020).

Novos casos de
Hanseniase, 2019.
o
1 -10
11 -100
101 - 1000
1001 - 10 000
> 10 000

Sem dados

Figura 2 - Distribuicao geografica dos novos casos de Hanseniase ao redor do mundo. O Brasil
e a India sdo os paises que apresentam as maiores taxas de deteccdo de novos casos. Fonte: WHO,
2020.
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Outra questao que preocupa, e foi definida como meta global de eliminacéo da
doenca até 2020 pela OMS, é a alta frequéncia de casos em que O paciente
desenvolve o grau de incapacidade fisica 2 (GI2), numa escala que variade 0 a 2. Um
estudo recente com pacientes indianos mostrou que o atraso no diagndstico é um fator
de risco bastante relevante para o desenvolvimento do Gl 1 ou 2, o0 que evidencia nao
s6 a dificuldade de acesso ao servico de saude pelos pacientes, como a necessidade
de capacitacéo periddica dos profissionais de salde para realizarem o diagndstico
correto e rapido. Embora a demora para o diagndstico seja um fator de risco
preponderante para o desenvolvimento das incapacidades, a idade também esta
associada. Pacientes com mais de 60 anos apresentam duas vezes mais chances de
apresentar GI2/GI1 em comparacdo com o0s pacientes com menos de 30 anos. Além
disso, pacientes MB tém nove vezes mais chances de apresentar GI2/GI1 no
momento do diagndstico em comparacédo aos PB (Srinivas et al., 2019; WHO, 2019.)

Outro desafio global relacionado a hanseniase diz respeito a hostilidade
legalizada pela qual passam os pacientes, muitas vezes fundamentada em lei (WHO,
2019). Neste contexto, no Brasil, a Estratégia Nacional para Enfrentamento da
Hanseniase 2019-2022, elaborada pelo Ministério da Saude, teve como objetivo a
implantacdo de canais para registro de préaticas discriminatorias as pessoas
acometidas pela doenca e seus familiares (Ministério da Saude, 2020).

Em 2019, foram reportados a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 202.185
casos novos da doenga no mundo. Desses, 27.863 casos foram notificados no Brasil,
uma taxa de deteccéo de novos casos de 13,68 para cada 100 mil habitantes (WHO,
2020). A distribuicao dos casos da doenca no Brasil € bastante heterogénea. Na figura
3 € possivel verificar a taxa de deteccdo de novos casos de acordo com os estados e
suas respectivas capitais. As regides Sul e Sudeste tém as menores taxas de
deteccao, enquanto o Centro-Oeste e 0 Nordeste sdo as regides mais afetadas. Essas
regibes passaram a apresentar reducfes robustas nas taxas de deteccdo com a
descentralizacdo do atendimento e tratamento, assim como a politica de saude

publica que se tornou mais vigorosa a partir dos anos 2000 (Penna et al., 2013).
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Figura 3 - Taxa de deteccdo de novos casos de Hanseniase em funcdo da unidade de
federacéo e capital de residéncia no ano de 2019. Numero de casos novos por 100 mil
habitantes. Fonte: Brasil, 2021 (Sinan/SVS-MS).

Desde 2014, nota-se uma predominéncia da doenga no sexo masculino no
Brasil. Um total de 55,2% dos novos casos a partir desse ano foram detectados em
individuos deste género. Além disso, as maiores taxas de detec¢cdo da Hanseniase
em homens ocorreram nos idosos, sobretudo na faixa etaria de 70 a 79 anos,
perfazendo 60,7% dos casos (Ministério da Saude, 2020).
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Figura 4 - Deteccdo de novos casos de Hanseniase no Brasil em 2019. Novos casos por
100 milhabitantes segundo o sexo e faixa etaria. Fonte: Brasil, 2021 (Sinan/SVS-MS).
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Assim como outros paises em desenvolvimento, o Brasil passou por um
processo de transicdo demografica resultante de uma reducdo das taxas de
mortalidade e fertilidade, e aumento da expectativa de vida, com ampliacdo da
populagcdo acima dos sessenta anos (IBGE, 2015). Desde entéo, tanto a OMS quanto
0 Ministério da Saude revelaram preocupacdo com a ocorréncia da hanseniase em
idosos, tendo em vista a menor competéncia imunoldgica, que esta relacionada a
imunosenescéncia, e ao potencial incapacitante da doenca (WHO, 2019; Brasil, 2021).

Um elegante estudo brasileiro demonstrou que ha uma associacao significativa
entre os casos MB e idade acima de 59 de anos em todas as &reas do pais (Nobre et
al., 2017). Da mesma forma, estudos epidemioldgicos brasileiros mostraram a alta
suscetibilidade de homens idosos pardos e negros, com baixo nivel de escolaridade,
a desenvolver a Hanseniase MB e apresentar algum grau de incapacidade fisica ja no
momento do diagnostico (Nobre et al., 2017; Amorim de Souza et al., 2018; Matos et
al., 2019). Os estudos divergem em relacdo a possivel explicacdo para a referida
suscetibilidade masculina. Enquanto uns se referem ao fato de o homem demorar
mais a procurar ajuda meédica e de se expor mais aos agentes infecciosos, o chamado
comportamento de risco (Moore & Wilson, 2002; Zuk & McKean, 1996), outros
mostram que existem diferencas fisiologicas, especialmente em relacdo aos
horménios sexuais, que influenciam na progressao da infeccdo (Guerra-Silveira &
Abad-Franch, 2013).

Os vertebrados machos sexualmente maduros séo frequentemente mais
suscetiveis as infecgbes, pois a testosterona esta associada a uma reducdo da
resposta imune do tipo Thl. Enquanto as mulheres produzem respostas imunologicas
humorais e celulares mais equilibradas, sdo mais resistentes a certas infec¢des, como
as bacterianas e sofrem maior incidéncia de doengas autoimunes em comparagao aos
homens (Klein, 2004; Bouman et al., 2005).

1.3 - Agente etiolégico e mecanismos de transmissao

O Mycobacterium leprae € uma bactéria intracelular obrigatoria que apresenta
tropismo por células de Schwann, macréfagos e o endotélio vascular. Apresenta-se
como um bacilo reto ou levemente curvado, variando de 1 a 8 ym de comprimento e
0,2 a 0,5 ym de didametro. O bacilo ndo é movel, ndo forma esporos, divide-se por

biparticdo e o tempo de geragdo varia, em meédia, de 12 a 14 dias, o mais longo ja
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relatado entre as bactérias. Além disso, a temperatura ideal para o crescimento do M.
leprae é entre 27 e 33°C, o que explica sua predilecdo pelas areas mais frias do corpo,
como a pele e os nervos periféricos, onde ele se estabelece e se multiplica (Scollard
et al.,, 2006). A entrada do M. leprae no interior dos macréfagos é mediada pelos
receptores CR1, CR3 e CR4 do Sistema Complemento, que auxiliam na fagocitose do
patdgeno. Na auséncia de uma resposta imune efetiva, o M. leprae prolifera no interior
dos macrdéfagos (Schlesinger & Horwitz, 1991). Nas células de Schwann, a entrada do
bacilo € mediada pela proteina de ligagdo a laminina 21 (LBP21) e pelo glicolipidio
fendlico 1 (PGL-1) expresso em sua parede celular e ambos se ligam a laminina 2
(LAMA2) expressa na membrana das células de Schwann (Shimoji et al., 1999;
Rambukkana, 2001). A colonizacdo destas células pelo bacilo produz alteracbes
patolégicas como degeneracdo axonal e desmielinizacdo, que estdo ligadas a perda
de sensibilidade caracteristica da doen¢a (Rambukkana, 2004).

Um obstaculo as andlises experimentais para o melhor entendimento do seu
mecanismo fisioldgico reside no fato do bacilo ndo ser cultivavel em meios artificiais,
com crescimento restrito a poucos modelos animais. Baixas taxas de crescimento do
bacilo podem ser obtidas em patas de camundongos, entretanto, em tatus de nove
bandas (Dasypus novemcintus) o crescimento do M. leprae é mais acelerado. Nestes
animais, a inoculacéo intravenosa com 108 a 10° bacilos resulta em um aumento de
102 vezes no nimero inicial em um periodo de 18 meses, especialmente no figado e
no baco. O figado de um tatu infectado concentra cerca de 10° bacilos/grama de
tecido, o que disponibiliza uma quantidade consideravel de M. leprae para 0s ensaios
laboratoriais, que fazem desses animais os hospedeiros de escolha para a
propagacao in vivo do patdégeno (Scollard et al., 2006).

Para prosperar como organismo intracelular obrigatério, patégenos
bacterianos, como o M. leprae, sofreram processos de desintegracao e dele¢cbes de
genes, resultando na reducdo do seu genoma. Enquanto as bactérias com estagios
de vida livre, como a Escherichia coli, normalmente codificam 1500 a 6000 proteinas,
as bactérias intracelulares obrigatdrias codificam apenas de 500 a 1000 proteinas.
Essa reducdo do genoma implica na limitacdo das vias metabdlicas e maior
dependéncia da célula hospedeira, que, no caso do M. leprae, estdo envolvidas no
metabolismo lipidico e na respiracdo anaerobica (Moran, 2002). Mesmo dentre as
micobactérias, o M. leprae possui um genoma bastante reduzido, a sequéncia

completa do genoma do patégeno (cepa TN — india) contém 3.268.203 pares de bases
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(pb) e um contetdo médio G+C de 57,8%. Esses valores sao inferiores aos relatados
para o genoma do

M. tuberculosis, que compreende 4000 genes, 4.411.532 pb e 65,6% de conteudo
G+C. (Cole et al., 2001).

Outro fato que chama a atencdo é que 36,5% do genoma do M. leprae é
constituido por pseudogenes, o maior conteido de pseudogenes descrito até hoje
entre bactérias ou outros agentes patogénicos (Liu et al., 2004). Até o momento,
quatro cepas diferentes de M. leprae foram sequenciadas: TN (india), Tahi-53
(Tailandia), NHDP63 (EUA) e Br4923 (Brasil). As comparac¢des gendémicas mostram
gue essas cepas tém 99,995% de identidade e parecem derivar de um clone comum
(Liu et al., 2004; Singh & Cole, 2011).

9%
9.4%

M. tuberculosis
4.411.532 pb

M. leprae A
3.268212pb 49,6%

Sequéncias codificadoras de proteinas

91%

Regides nao codificantes

@ Pseudogenes

Figura 5 - Comparacao do material genético do Mycobacterium tuberculosis com
o0 M. leprae. Adaptado de Chavarro-Portillo et al., 2019.

O mecanismo de transmissdo do M. leprae permanece incerto, todavia
acredita-se que ocorra através do contato interpessoal por meio das vias aéreas
superiores, como ocorre na tuberculose (Abrahan et al., 1998; Alter et al., 2008). Por
mais que o bacilo apresente alta infectividade, isto é, infecta um grande namero de
pessoas, poucos adoecem. A natureza desta suscetibilidade € modulada pela
resposta imune do hospedeiro ao bacilo e pela frequéncia de contato com pacientes
nado-tratados. Portanto, a familia do paciente com hanseniase tem maior risco de
infecgéo (Fischer et al., 2010; Scollard et al., 2006).

Assim, a OMS preconiza o rastreamento rigoroso dos contatos dos pacientes
com Hanseniase para interromper a cadeia de transmissao. Todo contato identificado

deve receber informacdes acerca da doenca e ser examinado quanto aos sinais e
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sintomas clinicos. Os contatos sintomaticos devem receber a PQT e 0s assintomaticos
devem receber quimioprofilaxia — uma dose Unica de rifampicina (Dos Santos et al.,
2018). Ha evidéncias de que essa profilaxia pds-exposicao possa reduzir as taxas de
deteccado de novos casos e, consequentemente, a transmisséo da doenca. Entretanto,
h& indicios que essa protecdo mediada pela quimioprofilaxia dure apenas por dois
anos (Smith et al., 2014). Apés um longo follow-up (33 anos) em uma coorte de cerca
de 9 mil contatos de pacientes com Hanseniase, Hacker e colaboradores sugeriram
gue uma série de medidas no rastreamento desses individuos, como exames
neurodermatolégicos e moleculares periodicos, juntamente com a aplicagdo de duas
doses da vacina BCG sao medidas importantes de protecao contra a doenca (Hacker
et al., 2021).

Uma possivel transmissdo zoonética da Hanseniase foi verificada em
individuos das regifes Sul e Sudeste dos Estados Unidos, que tiveram amplo contato
com tatus de nove bandas e nao tiveram contato com outros humanos infectados.
Andlises moleculares apontaram que os tatus dessa regido estavam infectados com
a mesma cepa do M. leprae presente nos pacientes, 0 que reforca a hipotese da
transmissdo zoonodtica (Truman et al., 2011; Sharma et al., 2015). Acredita-se ainda
gue a transmissao entre o tatu e 0 homem possa ocorrer através de insetos vetores,
como Aedes aegypti, Culex fatigans e Rhodnius prolixus (Kirchheimer, 1976;

Neumann et al., 2016).

1.4 - Espectro clinico da Hanseniase

1.4.1 - Classificagdo das formas clinicas

A Hanseniase apresenta-se sob um amplo espectro de formas clinicas, que
sao definidas de acordo com a resposta imune do hospedeiro ao M. leprae. De um
modo geral, intensa resposta imune celular e baixa resposta humoral esta associada
a contencgdo do bacilo e ao desenvolvimento da forma tuberculoide da doenca. Por
outro lado, a presenca de linfocitos T hiporresponsivos e resposta humoral acentuada
esta associada a intensa proliferacéo do patdgeno e, consequentemente, com a forma
lepromatosa (Scollard et al., 2006).

Desde 1930, diversas classificagbes das formas clinicas da doenca foram

sugeridas, sempre levando em consideracéo os dois polos. Clinicamente, o polo
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tuberculoide é caracterizado por poucas lesdes de pele, frequentemente apenas uma,
de superficie elevada, localizada geralmente na face ou nos membros; e o polo
lepromatoso, caracterizado por lesdes eritematosas multiplas, de superficie lisa e
brilhante, espalhadas por todo o corpo (Lockwood et al., 2007). Em 1953, baseada
nos aspectos clinicos citados acima, foi publicada a classificacdo de Madrid, que
incluia, além das formas polares tuberculoide (TT) e lepromatosa (LL), uma forma
borderline e a forma inicial indeterminada (1), com posterior progressao para um dos
polos (Davison et al., 1960).

Em 1966, foi publicada a classificacdo do espectro clinico em cinco grupos
idealizada pelos médicos ingleses Ridley e Jopling. Este modelo € bastante completo,
pois une critérios clinicos, patologicos, baciloscépicos e imunologicos, sendo,
portanto, 0 mais usado como modelo para estudos cientificos da Hanseniase. A
classificacdo de Ridley e Jopling, além das formas polares - TT e LL, inclui também
mais trés formas borderline entre os polos: borderline tuberculoide (BT), borderline
borderline (BB), e borderline lepromatosa (BL) (Ridley & Jopling, 1966). A descricao
clinica e histopatoldgica das formas clinicas definidas por Ridley e Jopling encontra-
se na tabela abaixo.

Tabela 1 - Quadro comparativo das formas clinicas da Hanseniase conforme
classificagao de Ridley e Jopling.

Formas Aspectos Clinicos/ Anélise Histopatoldgica da les&o
Clinicas Lesdes Cutaneas cutanea
Poucas ou uma lesdo apenas, com borda | Denso infitrado de linfocitos e
1T elevada e anestésica. células epitelioides bem formadas?.
Semelhantes as lesbes TT, porém, mais | Granuloma semelhante ao da forma
BT numerosas e apresentam bordas menos | TT, difere-se de BL devido a
evidentes. presencade numerosas células de
Langhans®.
Placas eritematosas de formato irregular, | Células epitelioides difusas no
BB com centro geralmente ovalado e |granuloma e menores que nas
hipopigmentado. formas BT e TT.
Numerosas lesdes, distribuicdo bilateral | Linfécitos escassos e granuloma rico
BL difusa. As placas tendem a ser muito | em histiécitos* e ndo em células
grandes e anestésicas. epitelioides.
Multiplas  lesdes, eritematosas e | Infiltrado inespecifico composto por
LL distribuidas lateral e simetricamente. | histidcitos e presenca de células
Edema nos membros inferiores e facies | espumosas®.
leonina®.

lcaracterizada pelo aprofundamento das linhas na testa, nariz e orelhas devido ao edema; 2macréfagos
ativados, grandes e achatados presentes nos granulomas; 3produzida a partir da fusdo de células
epitelioides; “macrofago inativo caracterizado por seu formato ovoide em funcdo da retracdo dos
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pseuddpodes. Smacréfago inativo repleto de bacilos. Adaptado de Ridley & Jopling, 1966.

Além da avaliacao clinica e da analise histopatoldgica da leséo, a classificacao
de Ridley e Jopling também leva em consideracdo o chamado teste intradérmico da
Lepromina. Este teste fornece uma medida da capacidade de resposta especifica do
individuo frente a injecdo intradérmica de antigenos - suspensdo de M. leprae
autoclavado. A analise da resposta é feita entre 3 e 4 semanas apos a injecdo e é
denominada de reacdo de Mitsuda. A resposta negativa ao teste da lepromina esta
associada a forma lepromatosa da doenca, ou seja, incapacidade de responder ao M.
leprae e eliminar os bacilos. Um teste positivo, com resposta dérmica maior ou igual
a 5mm, esta associado a capacidade de desenvolver resposta granulomatosa e
possivel eliminacédo do patogeno (Ridley & Jopling, 1966; Scollard et al., 2006).

Outro exame complementar € a baciloscopia do raspado intradérmico. A
amostra é coletada em quatro pontos, em ambos os l6bulos auriculares e nos
cotovelos. Posteriormente, é feita a coloracdo dos bacilos pelo Método de Ziehl-
Neelsen e a subsequente analise ao microscépio. Em funcao da quantidade de bacilos
verificados nos campos, é feito um célculo a fim de se obter o indice baciloscépico (IB)
do paciente, que se baseia em uma escala logaritmica com variagdo entre 0 a 6

(Ministério da Saude, 2010).

Tabela 2 - Resultados caracteristicos do teste de Leprominae indice
Baciloscopico (IB) de cada forma clinica.

TT Positivo 0
BT Positivo O0aZ2
BB Negativo 2ab5
BL Negativo 4ab5
LL Negativo 5a6
Indeterminada positivo ou negativo Oal

Adaptado de Ridley & Jopling, 1966.

Em 2000, visando tornar a classificagdo da Hanseniase mais simplificada,
principalmente em locais de poucos recursos, o Ministério da Saude adotou critérios
gue se baseavam no numero de lesdes de pele, de nervos acometidos e no IB. Eram
considerados PB pacientes com menos de 5 lesdes, sem acometimento neurolégico

ou apenas 1 nervo acometido e com IB negativo. Os pacientes MB apresentavam mais
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de 5 lesdes cutaneas, acometimento de mais de 1 nervo periférico com IB positivo ou
negativo. Entretanto, a partir 2002, o Ministério da Saude passou a adotar uma
classificacdo ainda mais simplificada, especialmente usada nas Unidades Basicas de
Saude, com foco apenas no nimero de lesdes, como ja havia sido preconizado em
2000 pela OMS. O exame baciloscopico do raspado intradérmico, sempre que
possivel, deve ser realizado, sendo que pacientes com IB negativo sdo classificados
como PB e IB positivo como MB, independentemente do niumero de lesdes (MS,
2002).

Além disso, a hanseniase ainda pode ocorrer sob a forma neural pura (NP),
sem evidéncia de lesdo cutanea, que foi relatada por autores de paises como india e
Brasil (Jardim et al., 2003; Rao & Suneetha, 2016). As manifestacfes neuroldgicas
podem preceder, por varios meses, 0 aparecimento de lesfes cutdneas. A queixa
inicial de dorméncia ou formigamento (parestesia) em um trajeto nervoso, pode evoluir
com anestesia em determinada area corporal e comprometimento motor (Garbino et
al., 2013).

Dependendo da area afetada, as manifestagcdes clinicas variam entre mao em
garra, até mal perfurante plantar (Jardim et al., 2003; Kumar et al., 2012). O exame
histopatoldgico do nervo periférico acometido gera parametros para o estabelecimento
de um diagnéstico de certeza, que deve ser analisado em conjunto com dados
clinicos, eletroneuromiogréficos, laboratoriais e epidemiolégicos (Garbino et al., 2013).
A forma neural pura € um grave problema de saude publica, pois mais da metade dos

pacientes apresentam GI2 no diagnéstico (Rao & Suneta, 2016).

1.4.2 — ReagOes Hansénicas

Além da complexa apresentacdo das formas clinicas da Hanseniase, cerca de
50% dos pacientes apresentam episodios de resposta inflamatéria aguda, localizada
ou sistémica, denominados rea¢des, que podem ocorrer antes, durante ou depois da
PQT (Nery et al., 1998). Durante as reagdes, 0 paciente tem exacerbacao subita do
guadro clinico com reativacéo de lesdes antigas e surgimento de lesdes novas. Além
disso, as reacdes podem levar a danos permanentes nos nervos, resultando, muitas
vezes, em deficiéncias e deformidades (Scollard et al., 2006). Por isso, o diagnostico
precoce das reacdes, bem como 0 manejo terapéutico adequado, contribui para a
reducédo das sequelas geradas por esses episddios (Pocaterra et al., 2006). Ainda ndo

25



esta claro o que desencadeia as reacdes, porém, situagBes que interferem
diretamente na homeostasia do sistema imunologico, dentre elas vacinacao,
guimioterapia e gravidez, séo fatores facilitadores desses episodios (Meyerson, 1996).
As reacgOes apresentam-se de duas formas: a reacdo do tipo 1, ou reagao reversa
(RR), que afeta os pacientes das formas borderline (BT, BB, BL), e é caracterizada
por uma inflamacdo mais localizada. E a reacdo do tipo 2 ou Eritema Nodoso
Hansénico (ENH), que ocorre em cerca de 50% dos pacientes LL e de 5 a 10% dos
pacientes BL; este tipo de reacdo tem efeitos mais sistémicos (Walker et al., 2015).

Durante a RR, ocorre aumento do processo inflamatdrio em lesbes cutaneas
prévias, e, certas vezes, surgimento de lesdes novas. Foi descrito aumento na
frequéncia de macréfagos, células epitelioides e células dendriticas nas lesdes
cutaneas (Andrade et al., 2015). No sangue, o aumento da frequéncia de linfocitos T
efetores produtores de IFN-y, sugere que a resposta do tipo Thl seja chave na
abertura da RR (Dos Santos et al., 2016).

Clinicamente, os pacientes com ENH apresentam nodulos eritematosos
dolorosos e desenvolvem febre, linfadenopatia, neuropatia, mal-estar geral e falta de
apetite (Meyerson, 1996). Intenso infiltrado inflamatério constituido especialmente por
neutroéfilos e linfécitos foi observado nas lesdes cutaneas, também ja foi descrita a
deposicdo de imunocomplexos neste episodio reacional (Kahawita & Lockwood,
2008). Diversos trabalhos mostraram que o TNF é a citocina chave na abertura do
ENH, no qual foi observado ndo somente o aumento dos niveis séricos, mas também
da expressdo génica dessa citocina em sua abertura (Sarno et al., 1991; Moraes et
al., 1999; Bath et al.,, 2020). Além disso, ha também aumento da frequéncia de
linfécitos T CD8* de memoria efetora produtores de TNF na patogénese do ENH (Silva
et al., 2019).

1.5 — Mecanismos daresposta imune na Hanseniase

A funcdo do sistema imunolégico estd atrelada & resposta contra micro-
organismos infecciosos, embora até mesmo particulas ndo infecciosas também
possam gerar resposta imune. Essa resposta contra os agentes infecciosos é mediada
por reacdes iniciais da resposta inata, que incluem células dendriticas, macrofagos,
neutrofilos, entre outras células. A resposta inata € geneticamente programada para
detectar caracteristicas invariantes dos agentes patogénicos, estruturas conhecidas

como PAMPs, padr6es moleculares associados a patdégenos, porém, os PAMPs néo
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sao exclusivos de patdégenos (lwasaki & Medzhitov, 2010). Em contraste, a resposta
adaptativa, constituida pelos linfocitos T e B, utiliza receptores de antigeno que nao
séo codificados na linhagem germinativa e assim, séo altamente especificos (Iwasaki
& Medzhitov, 2015). Apos a ativagdo, mediada pelo receptor de células T (TCR), as
células T CD4 naive podem se diferenciar em varias subpopula¢des, como: Thl, TH2,
TH9, TH17 e Treg, que participam de diferentes tipos de respostas imunes, em fungéo
da natureza do patégeno. Além disso, diferentes citocinas e fatores de transcricéo séo
fundamentais para determinar a linhagem para a qual os linfocitos T CD4 naive se
diferenciardo (Zhu & Paul, 2010).

A resposta inata é critica na definicdo do curso da infec¢ao pelo M. leprae. Os
bacilos sdo reconhecidos por varios receptores imunes inatos, incluindo receptores
semelhantes a Toll (TLR). O bacilo é reconhecido predominantemente pelo
heterodimero TLR2/1 expresso na membrana de macréfagos. Esse reconhecimento
leva a ativacdo de vias celulares para iniciar a morte do M. leprae, como ja citado
acima e demonstrado por Krutzik e colaboradores (Krutzik et al., 2003). Os autores
mostraram que TLR1 e TLR2 sdo mais expressos em lesdes da forma TT em
comparacao com lesdes da forma LL (Krutzik et al., 2003). Além dos macréfagos, ja
foi mostrado que as células de Schwann também podem expressar TLR2 e sua
ativacao contribui para o dano neurolégico na Hanseniase (Oliveira et al., 2003).

Ja nos pacientes LL a alta producéo de IL-4 reduz a expresséo de TLR2/1 e
inibe a sintese de citocinas induzida pelo reconhecimento do patégeno mediado por
TLR2/1, fazendo com que os macrofagos, além de ndo desempenharem funcéo
microbicida, também secretem citocinas que estéo ligadas a resposta do tipo TH2, que
nao é efetiva para patdgenos intracelulares, como o M. leprae (Krutzik et al., 2003).
Montoya e colaboradores demonstraram que nos pacientes TT, o IFN-y produzido &
capaz de ativar a acdo microbicida dos macréfagos, e, num mecanismo dependente
do receptor de vitamina D, sintetizar citocinas associadas ao recrutamento da resposta
do perfil THl, essencial para a eliminacdo de patogenos intracelulares, além de
peptideos que ativam a acdo microbicida dessas células, como a catelicidina (Montoya
et al., 2009). Essa dicotomizacdo da acdo dos macréfagos esta ligada a determinacao
das formas clinicas da doenca, ja tendo sido demonstrada uma predisposicdo
genética para tal (Gaschignard et al., 2016).

Estudo em modelo experimental, demonstrou que a Galectina-3 aumenta a

secrecao de IL-10 em mondcitos, além de diminuir a diferenciacdo de mondcitos para
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células dendriticas e, posteriormente, realizar a apresentacdo de antigenos aos
linfécitos T (Chung et al., 2013). A alta expressdo de Galectina-3 em macréfagos
encontrados em lesdes de pele de pacientes LL foi demonstrada por analises
imunohistoquimicas. Entretanto, a expressao dessa molécula é quase indetectavel em
lesGes TT. Assim, o aumento da Galectina-3 nos macréfagos do infiltrado inflamatério
em leséo cutanea de pacientes LL também contribui para a reducéo da ativacdo dos
linfécitos T (Chung et al., 2013; Pinheiro et al., 2018).

Em relacdo as células dendriticas, diferentes estudos ja mostraram que ha
maior expressdo das moléculas que caracterizam essas células, tanto na derme
guanto na epiderme em lesdes de pacientes TT, quando comparadas aos pacientes
LL (Hirai et al., 2016). Essas células sdo CD1* e exercem uma funcédo importante na
apresentacdo de antigenos lipidicos/glicolipidicos ndo proteicos aos linfécitos T,
desempenhando importante papel na ativacdo da resposta adaptativa na Hanseniase
(Sieling et al., 1999). Nao obstante, os mondcitos de pacientes LL ndo se diferenciam
em CD1", isto €, desempenham funcdo de apresentacdo de antigenos, apds a
ativacdo do TLR (Krutzik et al., 2005).

A determinacdo das formas clinicas da Hanseniase foi atribuida a polarizacao
da resposta mediada pelos linfocitos Twl e Tw2 (Fonseca et al., 2017).
Tradicionalmente, a resposta imune de pacientes TT € caracterizada por citocinas do
perfil Thl, como IL-2, IL-12 e IFN-y, que garantem resposta imune mediada por células
contra os antigenos derivados do patégeno, além da contencdo dos bacilos em
granulomas (Modlin, 2002; Fonseca et al., 2017). Nas lesbes cutaneas desses
pacientes, os macréfagos encontram-se ativados, e nos granulomas sao identificadas
células epitelioides, sendo os linfécitos T CD4* o tipo celular predominante (Bahia et
al., 2017). Ha pouca evidéncia de imunidade humoral especifica para o M. leprae na
doenca tuberculoide (Cho et al., 2001).

Ao contrario, a resposta imune dos pacientes LL é caracterizada
predominantemente pelo perfil Th2, com produgédo de IL-4 e IL-10, e consequente
ativacao de linfocitos Treg, producdo de anticorpos anti-M.leprae, que, entretanto,
falham em restringir o crescimento do bacilo (Cho et al., 2001; Sadhu & Mitra, 2018).
Comparadas ao polo TT, as lesdes de pacientes LL sao relativamente deficientes em
linfécitos T CD4*, e possuem numerosos macréfagos infectados com bacilos que
desenvolvem uma aparéncia espumosa caracteristica (Salgame et al., 1992). Além

disso, ha uma frequéncia maior de linfécitos Treg € maior expresséo de IL-10 e CTLA-
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4 nessas lesdes (Palermo et al., 2012).

Outras subpopulacdes celulares, menos numerosas, também desempenham
papel importante na patogénese da Hanseniase. Os linfocitos Th17 secretam diversas
citocinas associadas a ampliacdo da resposta inflamatéria, sobretudo a IL-17, que
induz reagdes inflamatorias ricas em neutrdfilos, por meio do aumento da secregéo de
guimiocinas e TNF, além de aumentar a sintese de defensinas, importantes peptideos
antimicrobianos (Kuwabara et al., 2017). Ja foi demonstrado que pacientes TT/BT
possuem maiores frequéncias sanguineas de linfocitos Th17 do que pacientes BL/LL.
Além disso, dentre esses pacientes, maior resposta Th1l7 esta relacionada a menor
producéo de IL-10. Os autores sugerem que a ac¢ao conjunta de IL-10 e TGF-f inibe
a diferenciagéo para o perfil TH17, o que contribui para reduzida producdo de IFN-y
em pacientes BL/LL (Sadhu et al., 2016).

Uma outra subpopulacdo celular menos numerosa, que parece exercer
importante influéncia na patogénese da Hanseniase, sédo os linfécitos Tys. Diferente
dos linfécitos Tap, essas células dispensam o reconhecimento de antigenos proteicos
apresentados via MHC para sua ativacao. Assim, os linfécitos Tyd sao importantes no
reconhecimento de lipidios da parede celular do M. leprae e podem secretar citocinas
pro-inflamatorias, como IFN-y e IL-17 (Saini et al., 2018). Diversos estudos ja
demonstraram importante participagao dessa subpopulacéo na abertura das reagcdes
hansénicas, tendo em vista que a frequéncia de linfocitos Tyd produtores de IL-17 e
IFN-y estd aumentada nestes episodios (Verhagen et al., 1997; Esquenazi et al., 2008;
Saini et al., 2018).

Em relagdo aos linfocitos Treg, j& foi demonstrado que o bloqueio da ativagéo
dessas células é capaz de restaurar a resposta Thl7 em pacientes MB (Sadhu et al.,
2016). Os linfocitos Treg, €ncontram-se em maior frequéncia nas lesdes de pele de
pacientes MB, atuam restringindo a resposta imune mediada por células e contribuem
para a sobrevivéncia e multiplicacdo descontrolada do M. leprae. Essas células
desempenham um papel patogénico na doenca MB, com funcdo supressora,
caracterizadas pela alta expressdo de CD25 (receptor de IL-2) e FOXP3, aléem de
secretarem citocinas como IL-10 e TGF-3 (Palermo et. al., 2012).

Como revisto por Sakaguki e colaboradores, os mecanismos de supressao dos
linfécitos Treg SA0 bastante diversos e envolvem, por exemplo, a expressao de CTLA-

4, que interage com o CD80/86 reduzindo sua ativagéo e capacidade de proliferacao.
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Além disso, a secrecdo de TGF-B e IL-10 induzem perfil supressor em linfécitos T
convencionais, pelo aumento da expressao de FOXP3, além de inibirem a sintese de
IFN-y e a diferenciacdo para o perfil Tul. Por fim, a alta expressdo de CD25 na
membrana dos linfécitos Treg, privam linfécitos T convencionais de IL-2, o que
compromete a capacidade proliferativa dessas células (Sakaguchi et al., 2010).

Outra via de supressado da resposta imune bastante descrita nas infeccfes
cronicas é a PD-1/PDL-1. A interacao de PD-1 (proteina de morte celular programada
1) e seus ligantes, PD-L1 ou PD-L2, pode inibir as funcdes efetoras, como proliferacéo,
producéo de citocinas e sobrevivéncia dos linfocitos T convencionais. A expresséo de
PD-1 pode ocorrer, apés estimulo, em linfécitos T CD4* e CD8*, células NKT, linfécitos
B, mondcitos e células dendriticas, enquanto em linfécitos Treg Sua expresséo €
constitutiva (Francisco et al., 2010). Um estudo recente mostrou expressao elevada
de PD-1 em linfécitos T, células NKT, Trg € seu ligante PD-L1 em células
apresentadoras de antigenos em pacientes BL/LL em comparacdo com pacientes
BT/TT. Os autores mostraram também que o bloqueio da via PD-1/PD-L1 nos
pacientes BL/LL promoveu aumento da expresséo de IFN-y nas formas MB (Sadhu et
al., 2016). Em outro trabalho, o aumento da producdo de IFN-y apds o bloqueio de
PD-1 também foi verificado em pacientes com tuberculose pulmonar ativa (Jurado et
al., 2008).

Polo - . IL-10 >

T
Tuberculoide TNF-a, \_/\r Lepromatoso
L-12 IL-10
IL-17A,

IL-17F,
IL-17A-F,
IL-22

- Resposta Thl - Resposta Th2
- Infeccao sob controle - Infeccao disseminada

Figura 6 - Perfil da resposta imune do hospedeiro no polo tuberculoide versus lepromatoso na
Hanseniase. Células e citocinas envolvidas na resposta imunolégica caracteristica dos polos da
doenca. Adaptado de Sadhu & Mitra, 2018.
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1.6 — Suscetibilidade a infeccao por Mycobacterium leprae e desenvolvimento
de Hanseniase

Mesmo apOs um contato prolongado com pacientes das formas BL/LL da
doenca, poucos individuos realmente vao desenvolver sinais clinicos da Hanseniase.
Além disso, tendo em vista muitos casos agregados nas mesmas familias, passou-se
a considerar a possibilidade do envolvimento de fatores genéticos na predisposicdo a
doenca e na diferenciacédo das formas clinicas, observacdes que foram confirmadas
com estudos genéticos. Entre gémeos monozigoticos, quando um individuo apresenta
a Hanseniase, a chance de o outro gémeo adoecer é de 60 a 85%. Entre os gémeos
dizigéticos, a chance é de 15 a 25% (Scollard, 2005; Gaschignard et al., 2013; Sauer
et al., 2015).

Assim, aresisténcia a Hanseniase parece estar ligada a um forte fator genético,
principalmente no que diz respeito as variantes genémicas relacionadas a resposta
imune. Dentre eles, destacam-se os genes PRKN (anteriormente PARK?2), IL10 e LTA,
TLR1, SLC11A1 (anteriormente NRAMP1) e VDR (Fava et al., 2019). A parkina,
proteina codificada pelo gene PRKN, est4 associada a producéo de IL-6 e CCL2 em
macrofagos infectados pelo M. leprae (de Léséleuc et al., 2013). Da mesma forma, o
VDR (receptor de vitamina D) aumenta a a¢do microbicida de macrofagos infectados
pelo patégeno (Kim et al., 2018).

Alguns polimorfismos no gene que codifica a IL-10 foram associados a
suscetibilidade a doenga, sendo que essa citocina é produzida essencialmente por
linfécitos e mondcitos, e tem como funcéo reduzir a inflamacdo e a secregdo de
anticorpos (Cyktor & Turner, 2011). A alta producédo de IL-10 compromete a acéo
microbicida de macrofagos e permite a proliferacdo M. leprae no interior dessas
células (Moura et al., 2012). Outra citocina, com efeito proinflamatério, que foi
associada a suscetibilidade a Hanseniase é a linfotoxina-alfa (LT-a) (Alcais et al.,
2007). A baixa producao da LT-a compromete a resposta granulomatosa, e, portanto,
facilita a progressdo da Hanseniase. Junto com o TNF, a LT-a €& essencial para
inducé@o da secrecgéo de outras citocinas e quimiocinas relacionadas a estabilizagéo
do granuloma (Hagge et al., 2009). Certos polimorfismos no gene do TNF foram
associados a forma tuberculoide da doenca (Santos et al., 2002). Além disso,
variacbes no gene do TNF também foram associadas ao desenvolvimento da RR

(Fava et al., 2017). Além do TNF, polimorfismos no gene do TLR2 também foram
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associados a ocorréncia da RR (Bochud et al., 2008).

O reconhecimento de lipoproteinas micobacterianas também é realizado pelo
TLR1, além do TLR2. Apds este reconhecimento, TLR1 e 2 ativam a via de sinalizacéo
de NF-kB, que induz a sintese de citocinas que ativam a imunidade adaptativa
(Thoma-Uszynski et al., 2001). Estudos em diferentes regides do planeta também
demonstraram que polimorfismos no gene do TLR1 estdo associados com o0 aumento
da suscetibilidade a Hanseniase per se (Marques et al., 2013). Outra proteina também
bastante expressa em macrofagos que esta associada a suscetibilidade a Hanseniase
€ a SLC11A1, denominada anteriormente como NRAMP1 (proteina de macrofago
associada a resisténcia natural). Essa proteina regula varias fun¢des nos macréfagos,
entre elas a capacidade de privar patdogenos fagocitados de certos metais, como ferro
e manganés. Além disso, regula a sintese de 6xido nitrico, que também esta ligado a
morte de patdogenos (Wessling-Resnick et al., 2015). Ndo s6 em relagdo a
Hanseniase, polimorfismos no gene que codifica a SLC11A1 também estéo
envolvidos na suscetibilidade a tuberculose (Abel et al., 1998).

Ainda em relacdo aos macrofagos, polimorfismos no éxon 7 do gene MRC1,
gue codifica o receptor de manose (CD206) expresso nessas células, foram ligados a
suscetibilidade a Hanseniase (Alter et al, 2010). Evidéncias indicam que o receptor de
manose participa da identificacdo e fagocitose de micobactérias por macrofagos
(Kang et al.,, 2005). Portanto, o mal funcionamento desse receptor poderia
comprometer a identificagéo e eliminagéo do M. leprae.

Em relagdo a imunidade adaptativa, recente estudo envolvendo pacientes
brasileiros mostrou que polimorfismos relacionados aos genes que codificam CD25 e
TGF-B estdo associados com o espectro clinico da doenca, respectivamente para o
risco de desenvolver as formas PB e MB (Camargo et al., 2018). Os linfocitos Treg
utilizam o CD25 para captar a IL-2, privando os linfécitos T efetores desta citocina, o
gue impede a proliferacdo deles. Ja o TGF-B tem ac&o anti-inflamatoria, ao passo que
suprime a ativacdo dos macréfagos (Chinen et al., 2016). De fato, altas concentracdes
séricas de TGF-B foram encontras em pacientes MB quando comparados aos
pacientes PB. O grupo associou o fendmeno a anergia da Hanseniase lepromatosa
(Saini et al., 2014). Outra citocina secretada por linfécitos T que estd ligada a
suscetibilidade a Hanseniase € o IFN-y. Um estudo na populagéo brasileira mostrou
gue o SNP (do inglés single-nucleotide polymorphism) +874T>A no gene que codifica

o IFN-y tem efeito protetor contra a doenca (Cardoso et al., 2010). O alelo +874T ja foi
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associado a protecdo de outras doencas infecciosas causadas por patdgenos
intracelulares, como por exemplo, em células sanguineas estimuladas com a proteina
purificada derivada de M. tuberculosis (Lopez-Maderuelo et al., 2003).

Por mais que os aspectos genéticos permanecam preponderantes para a
suscetibilidade a Hanseniase, outras condi¢cfes tém sido relatadas como fatores de
risco, como baixa renda, baixo nivel de escolarizacdo e restricdo alimentar (Kerr-
Pontes et al., 2006; Feenstra et al., 2011). Até mesmo o contato com agua nao tratada,
seja pra banho, lavagem de roupa e/ou loucas é um fator de risco, visto que a agua
pode ser considerada um reservatério do bacilo (Sterne et al., 1995; Kerr-Pontes et
al., 2006). Sabe-se que a baixa renda esté atrelada ndo s6 com dificuldade de acesso
e permanéncia nas unidades escolares, mas também com a qualidade e/ou
disponibilidade de alimentos. Entretanto, é dificil precisar a forma com a qual a
pobreza afeta a suscetibilidade a doenca, sobretudo quando se considera o periodo
entre o0 contato com o patdgeno e o aparecimento dos sinais clinicos, que € longo e
variavel entre os individuos (Van Beers et al., 1999; Kerr-Pontes et al., 2006).

Ja é bem aceito que a nutricdo inadequada compromete a resposta imune
contra agentes patogénicos, como o M. leprae (Schaibleet et al., 2007; Dwivedi et al.,
2019). Varios estudos ja correlacionaram a deficiéncia de certas vitaminas e sais
minerais com o comprometimento da resposta imune. Por exemplo, a suplementacéo
de vitamina C aumenta a fagocitose e atividade microbicida de macréfagos
(Wintergerst et al., 2006). Além disso, a vitamina D induz a sintese de peptideos em
macroéfagos infectados como defensinas e catelicidinas, que contribuem para a morte
de micobactérias fagocitadas (Rivas-Santiago et al., 2007). Neste contexto, um estudo
demonstrou que os niveis de catelicidina sdo menores em pacientes com Hanseniase
gue em individuos saudaveis (Matzner et al., 2011). Tomados em conjunto, pode-se
afirmar que somados aos fatores genéticos, fatores referentes ao ambiente e estilo de
vida dos individuos influenciam no risco de apresentar sinais e sintomas da

Hanseniase per se.

1.7 — Estresse Oxidativo

O metabolismo aerébio possibilita melhor utilizacdo dos nutrientes, ao passo
gue otimiza o fornecimento de energia por essas moléculas. Entretanto, os

organismos aerobicos precisam lidar com substancias altamente reativas produzidas
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por esse tipo de metabolismo, as quais sdo conhecidas como espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o radical superoxido, peréxido de hidrogénio e o radical
hidroxila. As EROs ligam-se com diversas moléculas nas células, como &cidos
nucleicos, lipideos e proteinas, causando severos danos, cumulativos com o tempo,
nas organelas e em outras estruturas celulares. Essa deterioracdo gradual resulta no
declinio das fun¢des celulares e € conhecida como envelhecimento (Lane, 2003).

A maior fonte de EROs na célula € a mitocondria, que os produz na cadeia
transportadora de elétrons (Nohl et al., 2005), momento em que o gas oxigénio recebe
elétrons transportados até a membrana interna desta organela pelas moléculas de
NADH, essencialmente derivadas do ciclo do acido citrico que ocorre na matriz
mitocondrial. Ja foi demonstrado que mesmo em condi¢des fisioldgicas, entre 1 e 5%
do gas oxigénio consumido pelas mitocondrias € transformado em EROs (Trounce et
al., 1989). O produto direto da reducéo do Oz é o radical anion superdxido que é
convertido pela enzima superéxido dismutase em peroxido de hidrogénio (H202)
(Liochev & Fridovich, 2007). Por sua vez o H202 pode sofrer a chamada Reagéo de
Fenton e ser convertido em radical hidroxila na presenca de certos ions metalicos,

como o Fe?* (Henle et al., 1996).
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Figura 7 - Sintese do radical anion superéxido.
O radical superoxido pode ser formado pela adi¢édo
de um elétron a uma molécula de gas oxigénio. Os
pontos representam os elétrons (e-). Adaptado de
Kammeyer & Luiten, 2015.

Normalmente as EROs séo produzidas pela cadeia transportadora de elétrons
e eliminadas pelos sistemas antioxidantes mitocondriais e citosélicos. Portanto, desde
gue as células tenham niveis normais de antioxidantes, as EROs produzidas nao

devem resultar em danos oxidativos significativos aos componentes celulares (St-
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Pierre et al., 2002).

O sistema celular antioxidante possui componentes enzimaticos e néao
enzimaticos, como as vitaminas C e E, o selénio e o B-caroteno. Os antioxidantes
enzimaticos de maior importancia sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GSHPx) e a glutationa redutase (GR) (Sies, 1997). A
enzima SOD apresenta-se sob trés isoformas, duas intracelulares — SOD1 (Cu,Zn-
SOD) e SOD2 (Mn-SOD) - e uma extracelular — SOD3 (Cu, Zn-SOD). Essas isoformas
catalisam a conversado do radical superoxido em peroxido de hidrogénio (Fridovich,
1997; Perry et al., 2010). As enzimas do ciclo redutor da glutationa, além de
catalisarem as reacdes de decomposicao do peréxido de hidrogénio, também realizam
a decomposicao de lipidios peroxidados. A enzima glutationa peroxidase (GPX) reduz
o peroxido de hidrogénio em agua e os elétrons necessarios para essa reducéo sao
derivados da glutationa reduzida (GSH), que passa ao seu estado oxidado. Por fim, a
glutationa oxidada (GSSH) volta a sua forma reduzida pela agcado da enzima glutationa
redutase (GR), que obtém elétrons a partir da oxidacdo do NADPH em NADP*
(Kinnula, 2005; Jones, 2006).
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Figura 8 - Neutralizacdo do anion superéxido produzido na cadeia
transportadora de elétrons (ETC). O superéxido € convertido em
peréxido de hidrogénio pela enzima superéxido dismutase (SOD2). O
peroxido de hidrogénioé entédo convertido em agua pela enzima glutationa
peroxidase ou pela enzima peroxirredoxina (Prx). Adaptado de Alexeyev,
20009.

Outra fonte de EROs nas células sé&o as enzimas da familia NADPH oxidase
(Nox). Essas enzimas transferem elétrons derivados do NADPH ao oxigénio, dando
origem ao radical superoxido. Todas as enzimas desta familia sdo proteinas
transmembranas que transportam elétrons entre as membranas biologicas,

configurando assim seu papel biolégico na geracdo de EROs (Bedard et al., 2007).
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Enzimas da familia NADPH oxidase sdo expressas em células fagocitarias, a
principal defesa contra a infeccdo microbiana como revisto por Bedard e Krause
(Bedard and Krause, 2007). Os macroéfagos infectados aumentam o consumo de
oxigénio, associado a producdo de EROs, como os radicais anion superoxido e
peréxido de hidrogénio. Entretanto, essas EROs, além de matar as bactérias, também

danificam os tecidos hospedeiros (Yu, 1994).

1.7.1 - Estresse oxidativo e envelhecimento

Como j4 abordado, grande parte do declinio das fun¢des fisioldgicas durante o
envelhecimento esta ligado ao desbalanco entre a producdo de EROs e o sistema
antioxidante (Lopez-Otin et al., 2013). Uma fracdo importante deste declinio é
provocada pela perda da integridade celular devido a peroxidacdo de lipidios de
membrana, que causa alteracdes na sua fluidez, permeabilidade, transporte de ions
e supressdo de processos metabolicos (Nigam & Schewe, 2000). N&o so6 a perda da
funcao biolégica das membranas, mas também a peroxidacdo desses lipidios leva a
formacéao de aldeidos toxicos que amplificam o dano mediado pelo estresse oxidativo.
Entre esses aldeidos, destacam-se o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxi-2,3-nonenal
(4-HNE). Ao contréario dos radicais livres, os aldeidos sao relativamente estaveis e,
portanto, capazes de se difundir dentro ou fora da célula e atacar alvos distantes do
local dos eventos iniciados pelas EROs (Meagher & FitzGerald, 2000). O 4-HNE pode
gerar uma inflamacéao basal persistente por meio da ativacédo de NF-KB (Meyer et al.,
1994).

Outra parte dos efeitos negativos da acéo das EROs esta associado a oxidacéo
de aminoacidos, uma modificacdo pos-traducional irreversivel e irreparavel que gera
as chamadas proteinas carboniladas. Essas proteinas modificadas se acumulam
durante a vida de todos os organismos e tém maior impacto durante o envelhecimento
(Cai & Yan, 2013). Existem dois mecanismos de carbonilacdo de proteinas, um
primario e um secundario. O mecanismo primario envolve a oxidacao catalisada por
metais de cadeias laterais de aminodacidos, especialmente prolina, arginina, lisina e
treonina. J& os mecanismos secundarios envolvem mecanismos de carbonilagédo, nos
quais lipidios peroxidados, como 4-HNE e o malondialdeido, promovem a oxidacéo
dos aminoacidos, especialmente lisina, cisteina e histidina (Adams et al., 2001).

Embora as proteinas carboniladas possam ser degradadas pelo sistema
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proteassomal, elas também tém a capacidade de evitar a degradacdo e criar
agregados citotéxicos (Pickering & Davies, 2012). Muitos estudos destacaram a
relagéo entre um aumento do conteudo de proteinas carboniladas e varios disturbios
relacionados ao envelhecimento, como diabetes, Mal de Parkinson, doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose lateral amiotrofica, cancer e sindrome de
Werner (Rudzinska et al., 2020).

A exposicao a radiacao ultravioleta solar (UV) moderada gera beneficios, como
a producédo cuténea de vitamina D e os efeitos cardioprotetores por meio da sintese
de 6xido nitrico. Entretanto, € uma fonte extrinseca de EROs, que se destaca no
envelhecimento devido ao seu efeito cumulativo durante a vida. Em trabalho de
revisdo de Watson e colaboradores, apés a absorcéao de fotons derivados da radiacédo
UV, as moléculas passam para um estado energético excitado que vai gerar uma
reacdo subsequente, que consiste na transferéncia de elétrons ou transferéncia de
energia para outras moléculas, e tem como efeito a producédo de EROs (Watson et al.,
2014).

As EROs geradas na pele pela acéo da radiacdo UV podem oxidar aminoacidos
de proteinas estruturais, como o colageno e a elastina, as quais se formam proteinas
carboniladas. Essas proteinas modificadas comprometem a funcdo mecanoprotetora
da pele, podendo provocar flacidez, ressecamento, perda de elasticidade e textura
aspera (Kammeyer & Luiten, 2015). Além disso, as EROs sao capazes de aumentar
a sintese e ativacao das metaloproteinases, que promovem a degradacao da matriz
extracelular e das membranas basais (Sbardella et al., 2012).

Por fim, o estresse oxidativo pode agravar, de outra forma, o envelhecimento, ao
passo que acelera a involucdo timica. Trabalhos recentes utilizando modelos
experimentais mostraram que 0 uso de substancias antioxidantes desacelera a
involugédo timica, enquanto o aumento na produgédo de EROs acelera este fendmeno
(Singh et al., 2013; Uchio et al., 2015). As células epiteliais timicas sao deficientes na
sintese de catalase, portanto, sdo mais sensiveis as EROs, visto que contam com
menos uma enzima no seu sistema antioxidante (Griffith et al., 2015). Portanto, o
acumulo de peréxido de hidrogénio, em funcdo da deficiéncia de catalase, acelera o
processo de senescéncia das células epiteliais timicas e reduz a producéo de linfécitos
T naive pelo timo, o que compromete a capacidade do individuo responder a novos

antigenos (Barbouti et al., 2020).
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Figura 9 - Fatores extrinsecos e intrinsecos ligados a producdo de EROs e algumas
consequéncias ao organismo. EROs sdo produzidas pelas mitocdndrias e fatores extrinsecos,
como radiacao ultravioleta e fumaca de tabaco. Além de oxidarem biomoléculas, os EROs também
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Infiltrado inflamatério

a producédo de EROs. Adaptado de Kammeyer & Luiten, 2015.

1.7.2 — Estresse oxidativo na Hanseniase

A maior parte dos estudos acerca do estresse oxidativo na hanseniase gira em
torno da influéncia do tratamento, seja a PQT ou o tratamento para as reagdes, na
producdo de EROs e enzimas antioxidantes. Pouco se sabe em relagéo ao estresse

oxidativo na patogénese ou sua influéncia na suscetibilidade a doenca.

Considerando que a dapsona causa um desbalanco entre a producdo de EROs
e a sintese de agentes antioxidantes, um estudo mostrou que had um aumento
progressivo na sintese de enzimas antioxidantes, como catalase e GSH, em resposta
ao aumento do estresse oxidativo durante a PQT. Entretanto, ndo foi verificado
mudancas nos niveis de peroxidacdo lipidica entre os pacientes antes do tratamento
nem apos o inicio da terapéutica (Schalcher et al., 2014). Outro grupo mostrou que
guando a PQT est4 associada ao tratamento da reacéo tipo 1, realizada com anti-
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inflamatérios esteroides e ndo esteroides por 4 semanas, ha aumento do estresse
oxidativo, especificamente da peroxidacao lipidica, juntamente com a reducédo da
producdo de GSH (Chhabra et al., 2015).

Em relacdo as formas clinicas da doenca, foi mostrado que pacientes MB
apresentam aumento da peroxidacéo lipidica e reducéo da expresséo da superéxido
dismutase quando comparados aos voluntarios sadios e aos casos PB. Os autores
sugerem que haja uma estreita relacdo entre a carga bacilar e o estresse oxidativo
(Swathi & Tagore, 2015).

Além das EROs, as espécies reativas de nitrogénio, como o peroxinitrito, estao
também associadas a eliminacdo do bacilo e ao dano tecidual, incluindo os nervos. Ja
foi demonstrado que a concentracdo de oOxido nitrico no soro dos pacientes com
Hanseniase é superior ao de individuos saudaveis (Schalcher et al., 2013). Outro
trabalho mostrou o aumento da expresséo da enzima 6Oxido nitrico sintase induzivel
(iINOS) em células da leséo de pele de pacientes borderline (Schén et al., 2001).

Levando em consideracdo o0 aumento do estresse oxidativo que esta
relacionado ao tratamento da hanseniase per se, uma revisdo sobre o tema abordou
gue a maior ingestao de alimentos que contenham nutrientes com acao antioxidante
pode contrabalancear os efeitos do estresse oxidativo, e contribuir para melhor
progndstico e tratamento da doenca. Dentre esses nutrientes com acdo antioxidante

estdo o selénio, e as vitaminas A, C, D e E (Passos Vazquez et al., 2014).

1.8 —Imunosenescéncia

Durante o envelhecimento, diversas alteracbes ocorrem no sistema
imunolégico que provocam um declinio da sua funcionalidade, fato evidenciado pelo
aumento da frequéncia de doencas degenerativas, cardiovasculares, infecciosas,
autoimunes e canceres nessa faixa etaria. Este declinio esta ligado as alteracdes nas
diferentes subpopulac¢des celulares do sistema imunolégico, sobretudo nos linfocitos
T, e a0 meio no qual essas células estédo inseridas. Variacbes na proporcdo e na
atividade funcional dessas células sdo as mudancas que causam o referido declinio
(Makinodan, 1980; Pawelec, 2017).

Um dos mais conhecidos marcadores da Imunossenescéncia, € o acumulo de
linfécitos T CD8* de memodria juntamente com uma frequéncia muito baixa de linfécitos

T CD8* naive (Pawelec, 2017). Diversos estudos mostraram que essa modulacdo nas
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subpopulagdes de linfocitos T CD8* esta associada a infecgdo pelo citomegalovirus
(CMV), mesmo que assintomatica (Derhovanessian et al., 2011; Strindhall et al.,
2017). O CMV é um virus herpes persistente presente em cerca de 60 a 90% da
populacdo adulta, e normalmente é assintomético em hospedeiros imunocompetentes
(Hengel et al., 1998). Nao esta esclarecido se é somente um efeito da idade ou se é
devido ao virus que ocorre este aumento na frequéncia de célula T de memoria, ja
tendo sido proposto que haja uma acao sinérgica entre esses dois fatores (Sansoni et
al., 2014).

Além disso, como revisto por Pawelec e colaboradores, os idosos apresentam
reduzida expressao do receptor CD28, que tem efeito coestimulador na ativacao dos
linfécitos T, prejudicando a proliferacdo dessas células e impactando negativamente
na resposta vacinal, mesmo aos antigenos ja conhecidos (Pawelec et al., 2001; Larbi
& Fulop, 2014).

O grupo de Teteloshvili e colaboradores considera que as células CD8*CD28-
sejam um marcador da imunossenescéncia (Teteloshvili et al., 2018). De fato, a
medida que envelhecemos, a proporcao das células com esse fenoétipo torna-se cada
vez maior, elas ndo so6 sdo hiporespondedoras, como também podem exibir atividade
supressora (Liu et al., 1998). Evidéncias indicam que as células CD8*CD28  podem
impedir a ativacao e proliferacéo de linfocitos T, além de induzirem apoptose nessas
células in vitro (Chen et al., 2018). Seus mecanismos imunossupressores sao
diversos, incluindo secrecéo de citocinas anti-inflamatorias e expressdo aumentada
da PD-1 e seus ligantes (Liu et al., 2014; Reiser et al., 2016).

Outro aspecto comum ao envelhecimento que compromete a disponibilidade
de linfocitos T naive é a involugao timica. A producédo dessa subpopulagéo no timo
esta ligada as dimensfes do tecido epitelial no 6rgdo, que durante a vida adulta é
progressivamente substituido por tecido adiposo. A consequéncia desta substituicdo
€ um declinio na proporcao e acao funcional dos linfécitos T naive que migram para o
compartimento vascular e para outros tecidos (Aw & Palmer, 2011). Ja foi
demonstrado que um dos fatores preponderantes para a involugéo timica esta ligado
as interacbes com os horménios esteroides. Estudos experimentais apontam que a
administracdo de hormonios esteroides e a castragdo agem, respectivamente,
contribuindo e inibindo a involucao timica (Majumdar & Nandi, 2017; Cepeda & Griffith,
2018).
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Figura 10 - Representacdo da involucédo do timo dependente da
idade. O volume do tecido timico funcional (cértex e medula) diminui
progressivamente com o envelhecimento e € substituido por tecido
adiposo. Adaptado de Weinberger et al., 2008.

A reducdo da liberacao timica de linfocitos T naive, juntamente com a resposta
imune contra agentes patogénicos, especialmente aqueles que provocam infeccées
cronicas, como o CMV leva ao acumulo de linfécitos T de memoéria nos tecidos e
sangue periférico. Tanto os linfécitos T naive, quanto os de memodria, nesses
individuos, mantém suas subpopulagdes por meio da proliferagcdo homeostatica, que,
por consequéncia, tem como efeito o encurtamento dos telébmeros, levando a
senescéncia replicativa dessas células (Barbouti et al., 2020).

O encurtamento dos teldmeros, que leva a senescéncia replicativa, a principio,
€ vantajoso, tendo em vista que pode evitar a progressdao de um tumor (He &
Sharpless, 2017). Entretanto, a senescéncia celular ndo esta apenas atrelada a
paralisacdo do ciclo celular, essas células senescentes desempenham uma agao pro-
inflamatéria que esta associada a ocorréncia de doencas degenerativas e
metabdlicas. Em revisdo sobre o tema, Coppé e colaboradores destacaram o papel
principal dessa subpopulacdo senescente, conhecida como SASP - senescence-
associated secretory phenotype, ou célula com fenotipo secretor associado a
senescéncia. As células SASP secretam quantidades aumentadas de IL-6, IL-1 e
metaloproteinases (Coppé et al., 2010). Além disso, essas células tém periodo de vida

bastante longo, mesmo apds exibirem fenotipo senescente, pois possuem expressao
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aumentada de proteinas antiapoptoticas, como a BCL-2, demonstrado em elegante
trabalho in vitro com células humanas (Sanders et al., 2013).

Os danos ao material genético, acumulados durante a vida, alteram o padréo
de expressdo génica da célula, ao passo que induzem maior expressao de proteinas
tradicionalmente conhecidas como supressoras de tumor, como p53, p16INK4a e pRB
(proteina de retinoblastoma) (Ben-Porath & Weinberg, 2005). Assim, com a sintese
dessas proteinas, a célula tende a passar para o estagio senescente. Qualquer célula
somatica com capacidade de divisdo pode se tornar senescente a depender da acao
de fatores de estresse celular que provocam os referidos danos celulares. Dentre
estes fatores, podem ser citados alguns intrinsecos, como o estresse oxidativo e o
encurtamento dos teldmeros, causado pela exaustdo replicativa; e extrinsecos, como
guimioterapia, radioterapia, radiacao ultravioleta, entre outros (Schmitt, 2003; Ben-
Porath & Weinberg, 2005).

EROS
53 .
216 Fenotipo Citocinas
| RaioX; UV - | BRIV =y é pRB e Sfsk é Pro-inflamatérias
l, Telomerase —)g

Figura 11 - Fatores relacionados a geracao de células do fenotipo SASP. Danos
causados ao DNA, promovidos, por exemplo, pelo estresse oxidativo, radia¢do ultravioleta(UV)
e 0 encurtamento dos teldmeros estéo associados ao fenétipo SASP. Fonte: o proprioautor.

Como ja foi dito, somada a senescéncia celular, a involucdo timica esta
relacionada a uma reducao da resposta vacinal em idosos, tendo em vista que nestes
individuos ha menor repertério de linfocitos T naive circulantes capazes de responder
a novos antigenos, além da reduzida capacidade proliferativa dos linfécitos T de
memoria. Ndo s6 em relagdo a resposta imune adaptativa, a resposta vacinal em
idosos também é prejudicada por modificacGes nas células da imunidade inata, como
menor expressdo do MHC de classe Il e de TLR em macréfagos (Renshaw et al.,
2002), além da menor capacidade de apresentacdo de antigenos por células
dendriticas (Grewe, 2001). Uma excelente revisdo do grupo de Beatrix Grubeck-
Loebenstein apresentou um conjunto de evidéncias sobre como o comprometimento
da resposta imune inata pode dificultar a resposta vacinal em idosos pela limitacédo da

captacdo de antigeno no local da injecdo/administracdo, por defeitos no
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processamento e apresentacéo de antigenos pelas células dendriticas e macroéfagos,
com consequente minimizacdo da ativacdo dos linfocitos T e B (Weinberger et al.,
2008).

A reducao da resposta vacinal em idosos vem sendo amplamente estudada no
contexto da imunizagdo contra o virus influenza, seja para HLN1, H2N3 ou Influenza
B. Estudos nessa area mostraram que a baixa razdo de linfécitos T CD4:CD8 é um
fator de risco para a queda na resposta humoral aos antigenos da vacina. Outro fator
de risco seria a existéncia de altos titulos de anticorpos relacionados as vacinas
prévias, que formariam um complexo com o antigeno da vacina, limitando assim a
resposta imune (Strindhall et al., 2016).

Durante o envelhecimento as mesmas alteracdes responsaveis pela diminuicéo
da capacidade de gerar respostas imunes protetoras também contribuem para o
aumento do risco de autoimunidade. Ja foi demonstrado que existe uma associacao
entre a proliferacdo homeostética acelerada de linfocitos e a ocorréncia de doencas
autoimunes, como a artrite reumatoide. Acredita-se que essa proliferacdo, que
compensa a involugéo timica, possa selecionar linfécitos T autorreativos e, portanto,
aumentar a incidéncia de doencas autoimunes nessa faixa etaria (Goronzy & Weyand,
2001; Goronzy et al., 2013). Além disso, o microambiente de citocinas pré-
inflamatérias, como IL-1B e IL-6, gerado pelas células senescentes, que exibem o
fendtipo SASP, contribuem para a ativacdo dos linfocitos autorreativos e agravam a
inflamacé&o associada a doenca autoimune (Rodier et al., 2009; Shao et al., 2009).

Outra alteracdo no sistema imune durante o envelhecimento é o acimulo das
chamadas células mieloides supressoras (MDSC - do inglés myeloid-derived
suppressor cells). Essa subpopulacdo celular envolve mondcitos, macrofagos,
granulécitos e células dendriticas em estados iniciais de maturacdo que tem a
capacidade de reduzir a acdo funcional e proliferacao de linfocitos T, além de produzir
citocinas pré-inflamatérias, como recentemente revisto por Pawelec e colaboradores
(Pawelec et al., 2019). Essas populacdes foram descritas como CD11b* e, da mesma
forma, foi mostrado que se dividem em células monociticas (CD14*) e granulociticas
(CD15") (Kotsakis et al., 2012). Nos seres humanos adultos, em condicdes fisiologicas
normais, a subpopulacdo CD11b* ndo costuma ultrapassar 0,5% das células
mononucleares do sangue, entretanto, durante o envelhecimento e em certas
condicOes patoldgicas, como cancer e doencgas autoimunes, essa frequéncia aumenta

consideravelmente (Gabrilovich & Nagaraj, 2009).
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No contexto das doencas autoimunes, as MDSC, quando estdo com a
frequéncia aumentada, podem ter um importante papel anti-inflamatério, ao passo que
inibem a ativacao de linfocitos T autorreativos. Embora a acdo dessas células esteja
bem descrita, ela ndo é suficiente para conter a inflamacao gerada pela autoimunidade
(loannou et al., 2012; Kurkod et al., 2014). Um outro efeito relativo a agdo dos linfocitos
T esta no fato das MDSC reduzirem a expressao de CD62L, uma L-selectina essencial
para a entrada de linfécitos nos linfonodos, e, por consequéncia, ativacdo da
imunidade adaptativa nos linfécitos T naive (Hanson et al., 2009). Por fim, um estudo
verificou que a alta frequéncia das MDSC esta também ligada ao cancer, pois idosos
com histérico de cancer (mesmo apés a remissao completa ou parcial do tumor),
possuem frequéncia aumentada dessas células quando comparados aos que nao
apresentavam o mesmo historico (Verschoor et al., 2013). O esquema abaixo resume
as principais alteracbes no sistema imunoldgico que estdo associadas ao

envelhecimento:

Capacidade de proliferacao dos Linfocitos
Razéo Linfocitos T CD4+/CD8+

Tecido funcional timico
Células MDSC Linfocitos T naive
Linfocitos autorreativos Resposta vacinal

Titulos de IgG anti-CMV
Linfocitos T CD8+ de memoria

Aumento Reducgéao

Figura 12 - Marcadores de Imunosenescéncia. Alguns parametros
relacionados ao sistema imune que sofrem aumento ou reducéo em funcgéo da
idade. Fonte: o préprio autor.

1.9 — Inflammaging

Por mais que o envelhecimento seja marcado por um declinio da resposta
imune adaptativa, de forma concomitante, hd um estado inflamatério crénico de baixo
grau, denominado inflammaging, que é caracterizado por niveis aumentados de
citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas. A concentracdo destes mediadores
inflamatdérios € um forte preditor de mortalidade e comorbidades em idosos, pois, este
estado cronico de inflamacéo estéa relacionado com a patogénese de varias doencas
inflamatorias relacionadas ao envelhecimento, como aterosclerose, diabetes, cancer,
Alzheimer, entre outras (Ershler & Keller, 2000; Candore et al., 2010).
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O termo inflammaging foi introduzido por Franceschi e colaboradores em 2000,
como um fenémeno resultante da ativacdo cronica de macrofagos em funcdo do
envelhecimento. A ativacdo destes macréfagos, segundo Franceschi, estaria ligada a
fatores como infecgbes cronicas, estresse, desbalangcos hormonais, estresse
oxidativo, entre outros (Franceschi et al., 2000). Mais tarde, o inflammaging foi descrito
como uma inflamacéo caracterizada por ser crénica, controlada, assintomatica, de
baixo grau e sistémica (Giunta, 2006). Além do aumento da concentracao de citocinas
pro-inflamatorias, o inflammaging também esté ligado a redugcdo da concentracédo
sérica de albumina, e ao aumento da concentracdo da proteina C reativa (CRP)
(Reuben et al., 2002). Por outro lado, analises genéticas relacionadas a expresséao de
citocinas apontam que polimorfismos que geram expressdo diminuida de IL-6 e
aumentada de IL-10 estdo ligadas com envelhecimento saudavel e longevidade (Pes
et al., 2004).

Elevadas concentracdes de IL-6 e TNF em idosos, além de estarem ligadas
com a maior frequéncia de doencas, também estdo ligadas a sarcopenia, que diz
respeito a perda de massa e forca muscular. A acdo dessas citocinas nao estaria
ligada apenas a reducéo da sintese proteica nas células musculares, como também
com a apoptose dessas células (Greiwe et al., 2001; Roubenoff, 2003). Um estudo
recente mostrou que idosos que praticaram exercicios fisicos aerébicos com
regularidade tem reduzida concentracdo sérica das citocinas pro-inflamatérias
associadas ao inflammaging, como IL-1B, TNF e IL-6, quando comparados a idosos
sedentéarios (Nilsson et al., 2019). Entretanto, a pratica de exercicios fisicos parece
nao influenciar a resposta imune adaptativa em idosos no que diz respeito ao balanco
entre as citocinas do perfil Thl e Th2 (Ogawa et al., 2003).

Além disso, condi¢des associadas a sindrome metabdlica, como adiposidade
abdominal, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hipertensdo arterial, e hiperglicemia
em jejum, agravam o quadro do inflammaging. Isso ocorre, pois, individuos que
apresentam uma ou mais condi¢cdes ligadas a sindrome metabdlica possuem
expressdo aumentada de citocinas proé-inflamatérias, sobretudo, IL-6 e TNF
(Mohammadi et al., 2017). Nao obstante, a producao regular de insulina pode reduzir
a producéo de EROs, ao passo que inativa enzimas da familia NADPH oxidase, além
de reduzir a sintese de mediadores inflamatorios, pois também inibe a ativacdo do
NFkB (Aljada et al., 2002; Dandona et al., 2004). Neste contexto, estudos em modelo

animal revelaram que as alteracbes na expressao génica relacionadas a idade podem
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ser revertidas por restricdo caldrica, essa restricdo tem varios efeitos nos niveis
hormonais, bem como na regulacdo metabdlica e imunologica (Lee et al., 2000;
Weindruch et al., 2001; Chung et al., 2011).

O inflammaging também esta associado com o aumento da suscetibilidade ou
pior prognostico para doencas infecciosas. Um estudo mostrou a relagdo que ha entre
a maior suscetibilidade de idosos desenvolveram a forma ativa da tuberculose
pulmonar (TB) com o inflammaging. Diferente do que era esperado, os idosos que
desenvolveram a TB ativa ndo apresentavam variacdes na atividade funcional dos
linfocitos T, mas sim em relacdo a imunidade inata. Nesses individuos, a maior
frequéncia de mondcitos ndo classicos (CD14°) foi associada ao maior risco de
desenvolver a TB ativa (Ault et al., 2018).

Diversos fatores contribuem para a ativagao da via do NFkB na regulagcéo do
inflammaging, como o estresse oxidativo, a senescéncia celular, a resposta as lesfes
no DNA, entre outros, agindo conjuntamente com o envelhecimento (Xia et al., 2016).
O NFkB é um importante regulador da imunidade inata e sua ativacado resulta na
expressao de genes que codificam proteinas de fase aguda, na producéo e secrecao
de citocinas pré-inflamatorias, como IL-183, IL-6 e IL-8, entre outros efeitos (Alcain et
al., 2009).

Por fim, o balangco entre a expressao de NFkB e SIRT1, gene que codifica a
enzima sirtuina 1, € apontado como importante para um envelhecimento saudavel.
Isso ocorre, pois, SIRT1 liga-se ao NFkB, especificamente desacetilando a porgéo p65
do complexo NFkB, ligacdo que inibe a atividade transcricional desencadeada pelo
NFkB (Salminen et al., 2008).
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2 - JUSTIFICATIVA

O numero de novos casos de Hanseniase estd aumentando na populagao
maior de 60 anos em taxa maior do que o aumento da longevidade populacional, como
ja descrito anteriormente. Dados epidemiolégicos do Ambulatério Souza Araujo, parte
integrante do laboratério de Hanseniase da FIOCRUZ, evidenciam um aumento de
5,5% na taxa de diagnostico da doenca nesta faixa etéria, quando comparada a atual
década com a década passada. Se é bem estabelecido que o tempo de incubacédo do
M. leprae € entre 2 e 10 anos e gue a maior taxa de adoecimento ocorre entre 20 e
40 anos e, ainda, que a maior parte dos individuos vive em area endémica para a
doenca por toda a vida, faz-se necessario entender que fatores estdo associados ao
desencadeamento da doenca somente na terceira idade.

Tendo em vista que o envelhecimento esta associado ao aumento do estresse
oxidativo, além do que o M. leprae, por si sO, também reduz a expressao de enzimas
antioxidantes, € possivel que o aumento da concentracdo das EROs em conjunto com
a imunosenescéncia se sobreponham a determinacdo da suscetibilidade genética a
doenca e/ou aos polimorfismos dos varios genes associados com a resposta imune
no individuo, determinando o aparecimento dos sinais e sintomas da doenca apenas
numa fase tardia da vida.As projecdes demograficas indicam um expressivo aumento
na propor¢do de idosos na populacao e estudos acerca da saude nesta etapa da vida
tem se tornado cada vez mais importantes para garantir a qualidade de vida nesta
etapa.

Assim, a presente tese analisou 87 pacientes com hanseniase e 25 individuos
nao-hansénicos, subdivididos em grupos de acordo com a forma da doenca e faixa
etaria. Os dados dos voluntéarios (pacientes ou nao) foram compilados em dois artigos
cientificos. O primeiro (artigo 1) dedicou-se a verificar como ocorre a evolucdo da
hanseniase em idosos de acordo com o dano causado pelo estresse oxidativo e a
carga bacilar. O segundo (artigo 2) investigou se as alteracdes relacionadas com o
envelhecimento, no que diz respeito aos aspectos da imunosenescéncia, na evolugcéo
da hanseniase influenciavam na patogénese da doenca.

Dessa forma, os resultados alcancados neste trabalho podem auxiliar na
prevencao e/ou no diagnostico precoce da doenca em idosos das areas endémicas

para a Hanseniase e impactar positivamente na diminuicdo do nimero de casos nessa
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faixa etaria da populacdo brasileira, contribuindo para manutencdo da longevidade

com qualidade de vida.
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral:

Avaliar, em idosos portadores de Hanseniase ou nao, a possivel associacao

entre a expressao de genes relacionados a suscetibilidade a doenca, a participacao

do estresse oxidativo e parametros de imunosenescéncia no desenvolvimento da

doenca nessa faixa etaria.

3.2 — Objetivos especificos:

Determinar se 0 extresse 0 oxidativo € mais intenso nos pacientes idosos em
relacdo aos jovens, e se o fato do paciente ser acometido pela forma clinica PB
ou MB influencia este mecanismo, por meio da quantificacdo do HNE em lesdes
de pele; de proteinas carboniladas e do 6xido nitrico em amostras de soro; e a
expressdo génica de enzimas antioxidantes em sangue periférico e de lesdo

cutanea;

Correlacionar a influéncia da eliminagéo do bacilo frente ao tratamento com o

estresse oxidativo em pacientes multibacilares jovens e idosos;

Avaliar a presenca de indicadores de imunosenescéncia tais como: anticorpos
anti-CMV no soro por analise de quimioluminescéncia, bem como a frequéncia
da subpopulacéo de linfécitos T naive e memdéria em fragmentos de lesbes de

pele por meio de imunofluorescéncia,

Avaliar a hiporresponsividade de linfocitos T pela analise da expressdo de

CD28 em fragmentos de lesbes de pele por meio de imunofluorescéncia;

Analisar a expressao de genes previamente associados a suscetibilidade a
hanseniase por meio de gqPCR em tempo real;

Associar os dados relacionados a imunosenescéncia aos dados referentes ao

estresse oxidativo;
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e Correlacionar os achados laboratoriais com o indice baciloscopico e dados

demograficos dos pacientes no diagnéstico da Hanseniase.
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Abstract

Background

Leprosy continues to be a public health problem in Brazil. Furthermore, detection rates in elderly people have increased,
particularlythose of multibacillary (L-Lep) patients, who are responsible for transmitting M. leprae. Part of the decline in
physiological function during aging is due to increased oxidative damage and change in T cell subpopulations, which are
critical in defense against the disease. It is not still clear how age-related changes like thoserelated to oxidation affect
elderly people with leprosy. The aim of this work was to verify whether the elderly leprosy patients have higher ROS
production and how it can impact the evolution of leprosy.

Methodology/Principal findings

87 leprosy patients, grouped according to age range and clinical form of leprosy, and 25 healthy volunteers were analyzed.
Gene expression analysis of antioxidant and oxidative burst enzymes were performed in whole blood using Biomark’s
microfluidic-based qPCR. The same genes were evaluated in skin lesion samples by RT-gPCR. The presence of
oxidative damage markers (carbonylated proteins and 4-hydroxynonenal) was analyzed by a DNPH colorimetric
assay and immunofluorescence. Carbonylated protein content was significantly higher in elderly compared to young
patients. One year after multidrug therapy (MDT) discharge and M. leprae clearance, oxidative damage increased in young
L-Lep patients but not in elderly ones. Both elderlyT and L-Lep patients present higher 4-HNE in cutaneous lesions
than the young, mainly surrounding memory CD8" T cells. Furthermore,young L-Lep demonstrated greater ability to
neutralize ROS compared to elderly L-Lep patients, who presented lower gene expression of antioxidant enzymes,
mainly glutathioneperoxidase.

Conclusions/Significance

We conclude that elderly patients present exacerbated oxidative damage both in blood andin skin lesions and that age-
related changes can be an important factor in leprosy immuno- pathogenesis. Ultimately, elderly patients could
benefit from co- supplementation of antioxidants concomitant to MDT, to avoid worsening of the disease.
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Author summary

Leprosy, which has been reported throughout human history since Biblical
times, still presents unclear aspects in regards to its pathogeny, and
represents a public health concern, particularly in developing countries,
where poor sanitary conditions of socially disfavored groups is a relevant
contributing factor in maintaining disease dissemination. Although its signs and
symptoms are primarily found in young adults, the increasing number of elderly
individuals with leprosy isa recent phenomenon that requires clarification.
Considering the specific biochemical profile of the elderly, as well as the
influence thereof on their immune response to infection, this work
demonstrates that elderly leprosy patients present increased levels of
oxidative damage in blood and skin lesions when compared to younger
patients. Such findings appear to be correlated with low gene expressionof
antioxidant enzymes, particularly among multibacillary patients. This work
intends to contribute to abetter understanding on the progress of leprosy in
elderly groups.

Introduction

Leprosy is a neglected infectious disease caused by Mycobacterium leprae,
which mainly affectsskin and peripheral nerves [1]. Although the
application of multidrug therapy (MDT) in the 1980s significantly reduced
disease prevalence and cured millions of patients, there is a stagnant
number of new cases per year which continues to be a public health
challenge in tropicalcountries and Brazil has the second largest number of
cases worldwide [2]. Leprosy has different clinical manifestations
depending on the host immune response to the bacilli. According to the
Ridley and Jopling classification, leprosy is classified into five clinical
forms: twopolar forms (TT and LL) and three intermediate forms known
as borderline forms, that present some features among the polar forms,
being classified into borderline- tuberculoid (BT), borderline-borderline
(BB) and borderline-lepromatous (BL) [3,4].In tuberculoid forms (T-Lep),
patients present local skin lesions while limited bacillary dissemination is
associated with a high cell-mediated immune response. In contrast, in
lepromatous forms (L-Lep), patients present disseminated skin lesions
with ineffective cell-mediated immunity and intense humoral response,
being associated with failure to control bacillary growth and spread among
tissues [3-5]. Evidence exists to suggest that genetic factors play a role in
the type of host immuneresponse against M. leprae [6]. Most people do not
develop clinical signs of leprosy, even after sustained exposure to M. leprae
[7]. Several polymorphisms were associated with leprosy susceptibility,
for example, PARK2 and PACRG [8], TLR1 [9- 10], TLR2 [11], IFN-y [12],
TNF [13], LTA [14] and IL-10 [15] among other genes

[16,17]. Although host genetics is recognized as an important factor for
leprosy susceptibility, it is also clear that other biological or environ-
mental factors, such as gender, nutrition, poverty, BCG status and the aging
process also con- tribute to leprosy outcome.
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Population aging is a global process observed in both developed and
developing countries and is closely related to an increased life expectancy
and reduced fertility observed in contemporary history [18]. According to
standards used in other developing countries, elderly population in Brazil
has been growing since the 90s. The country witnessed 18% growth from
2012to 2017 and has a registered numberof elderly (60 years of age or
older) of over 30.2 million people. In 2019, this group represented 13% of
the entire population, and, over the upcoming decades, it is expected to
grow two-fold. The country is ranked 6t in terms of size of the elderly
population worldwide [19].

Tworecent Brazilian studies showed thatleprosy prevalence has decreased
in allage ranges, except among the elderly. In addition, there is a significant
increase in the frequency of lepromatous male patients age 59 and older
[20,21]. Aging is associated with higher incidence of infectious diseases due
to a decline in the adaptive immune response, called immunosenescence
[22]. Several studies reported age-related changes in the immune system
that increase susceptibility to infectious diseases, for example, accumulation
of late-stage memory CD8* T cells, inversion in the CD4:CD8 ratio, thymus
involution and increase in oxidative stress [22-24].

According to the free radical hypothesis and mitochondrial theory,
aging can be considered a consequence of the accumulation of biomolecule
oxidation damage caused by free radicals and reactive oxygen species
(ROS), and the mitochondria is recognized as source and target of this
process [25,26]. Thus, these changes generate the accumulation of harmful
molecules, such as carbonylated proteins, malondialdehyde and 4-
Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) [27,28]. Moreover, oxidative damage is linked
with immune system disfunction in the elderly since ROS can induce thymic
involution, cellular senescence and impair the activation and proliferation
of T lymphocytes [22,29,30].

Thus, we hypothesized that elderly leprosy patients have a distinct
biochemical and immunological profile associated with
immunosenescence that would require personalized care, treatment and
follow-up. Oxidative damage might be higher among elderly patients
compared to both young and healthy elderly (non-leprosy) individuals. In
this study, we investigate the association between oxidative damage and
the antioxidant enzyme system in blood and skin samples using a cohort of
112 subjects between 20-89 years of age, separated into six sub- groups
according to age range and clinical form of leprosy, as well as healthy (non-
leprosy) volunteers. Significant increase in oxidative damage in both blood
and skin lesions was observed in elderly patients. More interestingly, these
results are associated with lower levels ofantioxidant enzyme gene
expression among elderly L-Lep patients.

Methods

Ethics statement

The study was approved by the Institutional Ethics Committee of the
Oswaldo Cruz Foundation/FIOCRUZ (permit protocol number
27052919.0.0000.5248). All leprosy patients and healthy participants
signed a written consent form to participate in the study. Biological samples
from leprosy patients were obtained at the Leprosy clinic (FIOCRUZ/Rio de
Janeiro).

Healthy (non-leprosy) elderly individuals were recruited by the Human
Aging Laboratory, GeronLab, Policlinica Piquet Carneiro (UER]J/Rio de
Janeiro).

Participants and study design

The leprosy patients involved in the study were classified according to
Ridley and Jopling criteria (1966) following confirmation of the diagnosis by
clinical examination and histopathological analysis of skin lesions. Blood
and skin lesion samples were collected before treatment.

55



Patients were classified according clinical forms and recruited according
to age intotwo groups: young (Y; ranging from 20 to 40 years of age) and
elderly (E; over 60 years of age). Allpatients and healthy volunteers lived
in the metropolitan region of the state of Rio de Janeiro—Brazil, a leprosy
endemic area. Exclusion criteria for leprosy patients and healthy elderly
volunteers included relapse, pregnancy or breast-feeding women, and co-
infections such as tuberculosis, hepatitis B and C, and HIV infection.
Hypertensive and diabetic individuals under drug control were included.

Nitric oxide quantification

The quantification of nitric oxide was carried out indirectly through
nitrate and nitrite measurement, according to the commercial
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI-
USA, #780001) in serum samples from healthy controls and patients.
Each serum sample was analyzed in triplicate.

Protein carbonyl group quantification

The carbonyl content of whole serum proteins was measured using the
Levine method [31]. A solution of 10 mM 2.4-dinitro-phenylhydrazine
(DNPH) was added to serum aliquots and left to react for 1 h in the dark.
Thereafter, serum proteins were precipitated with 10% trichloro- acetic
acid, followed by three washing steps with ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v).
The pellet was solubilized in 6 M guanidinium hydrochloride at 37°C for 15
min, forming a light-yellow solution. The carbonyl content was determined
from the absorbance at 366 nm (molar absorption coefficient, 22.000 M-
1/cm) using a SpectraMax 190 Spectrophotometer (Molecular Devices, San
Jose, CA-USA).

Immunofluorescence assay

Frozen skin lesion sections assays were performed using a Leica LM3000
cryostat and fixed inparaformaldehyde. Unspecific binding sites were
blocked with 10% Fetal Calf Serum (FCS, GIBCO, Life Technologies) in 0.01
M PBS for 1 h at room temperature. Permeabilization was performed by
incubation with 0.05% Triton X- 100 for 15 min. Rat IgG2b anti-human CD8
(1:50; Abcam, ab60076), mouse IgG2a anti-human CD45R0 (1:25; Abcam,
ab86080), and rabbit IgG anti-human 4- Hydroxynonenal (1:50, Abcam,
ab46545) or their respective isotypes were diluted in 1% Bovine Serum
Albumin (BSA, Sigma-Aldrich) in 0.01 M PBS and incubated at 4°C
overnight. Tissue sections were washed 3 times and incubated with Alexa
Fluor 594goat anti-Rat IgG (1:1000, Abcam, ab150164), Alexa Fluor 633
goatanti-mouse IgG1(1:1000, Thermo Fisher Scientific, A-21126) and Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (1:1000, Abcam, ab150077) secondary
antibodies for 1:30 h at room temperature. Nuclei were stained with 4°-6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; 1:10000, MolecularProbes, D1306), and
slides were mounted with VECTASHIELD Mounting Medium (Vector
Laboratories, H-1000). Tis- sues were imaged with an Axio Observer Z1
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) using an EC Plan-Neofluar 20x/0.50
objective and Plan- Apochromat 63x/1.3 oil objective. Images were
acquired with an AxioCam HRm digital camera as confocal images by
structured illumination using Apotome (Carl Zeiss) and mathematically
deconvoluted by AxioVision Rel. 4.6 software (Carl Zeiss). DAPI
fluorescence images were maintained as conventional fluorescence for
clarity reasons. For quantitative analysis of CD8*, CD45R0* and HNE-
associated cells, 10 microscopic fields were imaged, and the number of
positive cells was counted in each field. The results were obtained from the
mean of field counts determined by three independent observers.
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Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA from whole blood obtained by venous puncture was isolated
using the PAXgene™ Blood RNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) in
accordance with the manufacturer’s instructions. In the case of biopsy
specimens, skin lesion samples (6 mm3 punch) were mechanically lysed
using a Polytron Model PT3100 Homogenizer (Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland) in2 mL of TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) followed by RNA extraction according to
manufacturer’s instructions. After isolation, total RNA was treated with
TURBO™ DNase (Thermo Fisher Scientific). Subsequently, RNA
concentration and quality were evaluated using a NanoDrop ND1000
Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, USA) and integrity and purity
were evaluated by 1.2% agarose gel electrophoresis and observation with a
UV Transilluminator (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA). One microgram of
total RNA obtained from whole blood and skin biopsy specimens were
reverse transcribed into complementary DNA (cDNA) using SuperScript™
VILO™ Master Mix, according to manufacturer’s instructions (Thermo
Fisher Scientific).

Gene expression analysis by real time RT-qPCR

Quantitative RT-PCR was carried out in a final volume of 10 pL containing
200 nM ofeach SYBR green designed primers (S1 Table), 1X Fast SYBR™
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) and 10 ng of cDNA. All
reactions were carried out in triplicate and appropriate negative controls
(no reverse transcriptase and no template controls) were incorporated
into each run. Briefly, reactions were performed on a StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Aninitial incubation at 95°C
for 20 seconds was followedby 40 cycles of denaturation at 95°C for 3
seconds and annealing and extension at 60°C for 30 seconds. A melt curve
stage was performed for each specific amplification analysis (95°C for 15
seconds, 60°C for 1 minute, and 95°C for 15 seconds). The relative
expression of the genes of interest was normalized by ribosomal protein
L13. Quantitative PCR data analysis was performed by the No method
implemented in LinRegPCR v. 2020.0, which considers gPCR mean
efficiencies estimated by the window-of-linearity method [32,33]. Briefly,
Novalues were calculated in LinRegPCR using default parameters. Then, No
values from each gene of interest (GOI) were normalized by the No of the
reference gene (REF) RPL13a (Nogoi/Noree)-

Biomark Fluidigm gene expression analysis

Gene expression from whole blood was measured using Biomark’s
microfluidic-based qPCR technology. Briefly, cDNA was obtained from RNA
as described above and then

1.25 pL of cDNA (from stock concentration of 5 ng/puL) was pre-amplified
with a pool of 96 primer pairs (final concentration of 50 nM) with 1X TagMan
PreAmp Master Mix(Applied Biosystems, USA, # 4391128) in a GeneAmp
PCR System 9700 thermocyclerfor 14 cycles. Pre-amplified cDNA was then
diluted 1:5 in TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA) and stored at—20°C until
thefollowing day. The Biomark Fluidigm reaction was performed in 96.96
Gene Expression Dynamic Array chips (Fluidigm BMK-M-96.96GT) using 95
samples (plus one non-template control) and 96 primers pairs, according to
manufacturer’s instructions. For the Biomark Flui- digm reaction, 1.7 pL of
pre- amplified cDNA was combined with 1X TagMan Gene Expression Master
Mix (Applied Biosystems, USA, #4369016) plus 1.7 pL of each target primer
(20 pM), in a final volume of 5.0 pL. Priming, mixing, and cycling procedures
were all carriedout according to Biomark Fluidigm’s protocol. Cycling
conditions included an initial incubation at 50°C for 2 min, followed by 70°C
for 30 min, followed by a UNG and hot start step: 50°C for 2 min, 95°C for 10
min. Subsequently, reactions were submitted to 35 PCR cycles of
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95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. Finally, a melting curve step was
included with temperatures ranging from 60 to 95°C. For data analysis,
initial quality control was performed based on melting curve analysis (MCA)
using Fluidigm Real-Time PCR Analysis Software v. 4.5.2, where targets with
multiple dissociation curve peaks were removed from further analysis.
Raw data were then exported and processed with custom R scripts [34]. In
brief, foreground data (Eva Green) was adjusted by subtraction of
background (Rox) intensity to generate Rn (background-adjusted
accumulated fluorescence). Quantitative PCR reaction efficiency was
estimated by fitting a four-parameter sigmoid model according to Rutledge
& Stewart, using functions from the R package qpcR v. 1.41-1 [35]. Cycle
thresholds (Ct) were determined from the maximum of the second
derivative of the fitted sigmoid curve. Cts and efficiencies were used to
estimate relative expression based on the method proposed by Pfaffl [36].
The normalization factor used in the denominator for relative expression
consisted of the geometric mean from RPS16, RPL13 and RPL35 genes,
selected as the most stable by the R version of the geNorm algorithm
[37,38].

Statistical analysis

Results were analyzed by Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
V. 10.1 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) and GraphPad Prism V. 8 (San Diego,
CA, USA) software. After testing fornormality (Shapiro-Wilk normality
test), non-normally distributed data were analyzed by non-parametric
tests. The Mann/Whitney U-test was used to test the differences between
two groups, and comparisons between more than two groups were
examined by the Kruskal-Wal lis test followed by post-hoc Dunn’s
correction. Friedman test was used to analyze the effects of bacilli
elimination on oxidative stress in L-Lep patients. Normally distributed
data were compared using one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparisons test. General Linear Model (GLM) was used to test the
independent effects of age and bacilloscopic index(BI) on protein carbonyl
levels in L-Lep groups. In this procedure, the statistical significance ofeach
factor (age/BI) is controlled for the effect of the second factor.

Results

Characteristics of the studied subjects

The present study included 87 leprosy patients and 25 healthy volunteers.
Among the patients, 46 (52.9%) were men and 41 (47.1%) were women.
Multibacillary leprosypatients (L-Lep) presented two clinical forms: 47.6%
(20/42) were borderline lepromatous (BL) and 52.4% (22/42) were polar
lepromatous (LL). Among the paucibacillary patients (T-Lep), 13.3%
(6/45) were polar tuberculoid (TT) and 86.7% (39/45) were borderline
tuberculoid (BT). Patients were stratified accordingto age (young (Y) or
elderly (E)) and clinical forms of leprosy yielding foursubgroups while
healthy individuals were only stratified into two subgroups by age. Other
demographic and clinical characteristics of all subjects studied in this work
are shown in Table 1. The frequency of leprosy reactions was similar
between groups; thus, it seems that reactionswere not influenced by age.
Although the educational level was quite unequal between young(Y) and
elderly (E) leprosy patients (P = 0.0051 between E T-Lep vs. Y T-Lep; P =
0.0173 E L-Lep vs. Y L-Lep), the time for diagnosis of the disease was
similar for all subgroups, averaging 12 months from symptom onset to
diagnosis. The presence of the BCG scar was more frequent in younger
patients and additionally the result from Mitsuda reaction was higher in
young T-Lep patients.
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Table 1. Demographic and clinical data of the individuals of this study.
TT/BT >60ys TT/BT 20-40 ys BL/LL >60 ys BL/LL 20-40ys Healthy volunteers | Healthy volunteers 20-

(E T-Lep) (Y T-Lep) (E L-Lep) (YL-Lep) >60ys (EHV) 40ys (Y HV)
N 25 20 20 22 15 10
Age (Mean % SD) 69.2+7.2 31.8+5.4 68.1+6.4 31.3£59 77 £6.6 22-622
Gender
Male N (%) 6 (24%) 12 (60%) 13 (65%) 15 (68%) 7 (47%) 4 (40%)
Female N (%) 19 (76%) 8 (40%) 7 (35%) 7 (32%) 8(53%) 6 (60%)
BI (Mean + SD) _ _ 38+13 43+1.2
WHO disability grade 17.40% 6.20% 60% 42.10%
Tor I1 (%)
Lepromin Test 6.88+3.99 10.07 £ 2.84 0 0
(Mitsudamm # SD)
History of Reaction (%)*
Type 1 N (%) 4 (18.2%) 3(21.4%) 4 (22%) 4 (19%)
Type 2 N (%) 0 0 5(27,8%) 6 (28,5%)
Time to diagnosis"* 12.3+9.4 11.3+6.5 10.7+11.5 12.1+75
(Mean#SD)
Presence of BCG 7 (28%) 17 (85%) 1 (5%) 11 (55%)
vaccinescar N (%)
Scholling degree (years)
0-5 17 (81%) 3 (20%) 13 (86.7%) 9 (42.8%)
>5 4 (19%) 12 (80%) 2(13.3%) 12 (57.2%)

* Up to two years after diagnosis. SD: standard deviation.
" Time in months between onset of symptoms and clinical diagnosis.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009214.t001

Increased levels of protein carbonyls in serum
samples ofelderly leprosypatients

To check oxidative damage, serum samples from patients and healthy
individuals were analyzed as to the production of nitric oxide (NO) and to the
levels of protein carbonyls. The con-centration of NO in the serum did not
show significant differences between young and elderlyleprosy patients,
regardless of the clinical form of the disease. The NO concentration was
significantly higher in young volunteers than in elderly ones (P

=0.0245 Fig 1A).

Protein carbonylation is a major form of protein oxidation and is used
as a parameter of oxidative stress. Serum samples of all the elderly leprosy
patients demonstrated a significant increase in protein carbonyl levels.
Furthermore, when elderly and young individuals were compared, the
difference was only significant for L-Lep patients and for the elderly HV
group (Fig 1B-1D). Among T-Lep patients, the protein carbonyl
concentration in serum samples was also higher in elderly individuals
than in the young, but no significant difference was observed between
groups (P = 0.1223; Fig 1C). Serum samples of all the elderly leprosy
patients demonstrated a significant increase in protein carbonyl levels (P =
0.0044; Y Lep vs. E Lep; Fig 1E). Although healthy elderly volunteers have
a significant increase in the concentration of protein carbonyls compared to
healthy young ones, in our study both elderly L-Lep and T-Lep leprosy
patients have a higher concentration of protein carbonyls than healthy
elderly volunteers (P = 0.0257 and P = 0.0291, respectively; Fig 1E).

In elderly T-Lep patients, the higher levels of carbonylated proteins
may be associated withhigher NOX1 gene expression, which is responsible
for the production of superoxide anion. Moreover, the normalized
expression values of NOX1 enzyme inblood samples was higher in E T-Lep
patients compared to Y T-Lep patients (P = 0.0005; S1A Fig). As expected,
the number
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Fig 1. Evaluation of oxidative stress in serum samples. (A) Concentration of NO in the serum of patients and healthy
volunteers. Horizontal short lines represent mean of each group. Analysis of variance was performed by one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison test. Graphs represent means * SD of serum protein carbonyl group concentration
and a Mann/Whitney U-test for continuous variables was performed to evaluate significant differences between groups
of (B) L-Lep patients (Y n = 12 and En = 13), (C) T-Lep patients (Y n = 12 and E n = 15) and (D) healthy volunteers (Y n =
10 and E n = 15), each circle represents an individual. (E) Serum protein carbonyl group concentration, each square
representsan individual (same n above) and the short horizontal lines represent means. Analysis was performed by one-
way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. P < 0.05, P < 0.01 and **"P = 0.0001. Abbreviations: E—

Elderly; Y—Young; T-Lep (paucibacillary; TT/BT patients); L-Lep (multibacillary; BL/LL patients); HV—healthy volunteers.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009214.g001

of men and women was uneven between elderly L-Lep and T-Lep patient
groups. In the GLManalysis of protein carbonyl levels among L-Lep patients,
BI was not statistically significant (beta = - 0.762; 95% IC = [-2.405; 0.881], (P
= 0.346), while age was an independent factor associated with protein carbonyl
level (beta = 6.867; 95% IC = [2.500; 11.234], (P = 0.004). There- fore, the
increased concentration of protein carbonyl is related to the aging process;
however, damage is not influenced by bacillary load in L-Lep patients.

Protein carbonyl concentration increases one year after
multidrug therapy (MDT) discharge in young L-Lep
patients

After evaluating the concentration of protein carbonyls in newly diagnosed
leprosy patients before beginning specific disease treatment (MDT), we
conducted a follow-up study to understand the relationship between variation in
bacillary load and
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Fig 2. Increase in serum protein carbonyl concentration one year after multidrug therapy (MDT) discharge in the young L-Lep group.

(A) Effects of treatment on oxidative stress in Y L-Lep patients (n = 9) and (B) in E L-Lep patients (n = 10): TO —at diagnosis, before starting MDT;
T1—discharge aftertreatment; T2—one year after discharge; T3—two years after discharge. Each circle represents a patient and lines represent
the follow up. The Friedman testwas performed to evaluate significant differences between the beginning of MDT and the years following discharge.
Values in parenthesis refer to the Bl average for each time point. **P < 0.001 and ***"P = 0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009214.9002

oxidative stress after completion of treatment. Thus, patient sera were
obtained at four different time points: untreatedpatients before the start
of MDT (TO0), at MDT discharge (T1), one year after MDT discharge (T2),
and two years after MDT discharge (T3; Fig 2A and 2B). Patients affected
by acute inflammation (leprosy reactions) at the time points were
removed from this analysis. In both young and elderly L-Lep patients, we
observed areduction in the mean bacterial index (BI) after MDT (from 3.5 to
1.1 in young, and from 3.1 to 0.7 in elderly leprosy patients). Although BI
decreased in both groups, the concentration of protein carbonyls
increased in young patients only, while a more heterogeneous profile was
observedin elderly leprosy patients, where higher levels where detected
before and after MDT.

Elderly leprosy patients present higher presence of
4-HNE inskin lesionsamples

To investigate oxidative damage caused by ROS in skin lesions of leprosy
patients, cutaneous fragments of these tissues were stained with anti-4-
HNE (a marker of oxidative tissue damage),anti-CD8, and anti-CD45RO
antibodies. We traced anti-CD8 and anti-CD45R0 antibodies because of the
accumulation of memory CD8* T cells (CD8*CD45R0*) in tissues as a
result ofaging. Thus, to assess oxidative stress in thesurroundings of these
cells involved in skin immunosenescence, we immunolocalized this cell
population and 4-HNE in skin lesions of four patients from each group (Fig
3A). Regardless of the clinical form of the disease, the percentageof 4-HNE-
associated cells was significantly higher in the elderly inflammatory infiltrate
than
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Fig 3. Analysis of oxidative stress by quantifying 4-hydroxynonenal in skin lesions of leprosy patients.
Immunofluorescence assays were performed to determine the number of memory CD8* T cells(CD8+*CD45R0+)
associated with 4-hydroxynonenal (HNE) signal, as well as HNE abundance in tissue. (A) Representative images of
skin lesions from a young paucibacillary patient (Y T-Lep), an elderly paucibacillary patient (E T-Lep), a young
multibacillary patient (Y L-Lep) and an elderly multibacillary patient (E L-Lep), presenting HNE (green, Alexa Fluor
488), CD8 (red, Alexa Fluor 594), CD45R0 (yellow, Alexa Fluor 633) and nuclei stained by DAPI (blue). Arrows
andasterisks indicate CD8+*CD45RO0* cells, stained in orange. In the enlarged inserts, more intense HNE signal in
elderlyT-Lep and L-Lep patients isobserved. Scale bar represents 40pm in main image and 20 pm in inserts. The
graphs present frequency of (B) HNE-associated cells, (C) double-positive CD8*HNE-associated cells, (D) triple-
positive CD8*CD45RO*HNE-associated cells (E) ratio between frequency of CD8*HNE-associated cells and total CD8*
cellsand (F) ratio between frequency of CD8*CD45RO*HNE-associated cells and CD8*CD45R0*. Results are reported
aspercentage of positive cells in interquartiles (minimum to maximum) in groups of 4 patients. These data were
compared using one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisions test. P < 0.005, ***P < 0.001 and ****P <
0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009214.9003

in young patients (Fig 3B). Similarly, the CD8* HNE-associated T cells were
significantly increased among elderly, when compared to young individuals
(Fig 3C). Furthermore, the frequency of HNE-associated memory CD8* T
lymphocytes (CD8+*CD45RO+*HNE-associated) was significantly higher in
elderly patients when compared to young patients (Fig 3D). More- over,
the ratio between CD8+*HNE- associated cells and CD8+ cells was higher in
E L-Lep than in Y L-Lep patients (P = 0.012; Fig 3E). This ratio was also
significantly higher in E T-Lep when compared toY T-Lep patients (P <
0.0001; Fig 3E). Furthermore, the ratio between memory CD8* T
lymphocytes associated to 4-HNE signal and memory CD8+ T cells was
significantly higher in elderly patients than in young ones, regardless of the
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clinical form of leprosy (P < 0.05; Fig 3F). In the same figure, it is possible to
note that around 80% of memory T lymphocytes from skin lesions in elderly
T-Lep patients showed oxidative damageas measuredby the presence of 4-
HNE. So, it was also possible to note an increased oxidative damage in skin
lesions from elderly patients, in addition to the damages observed in the
blood samples.

Lower levels of antioxidant enzymes in elderly L-Lep skin
lesion

To investigate gene expression of antioxidant enzymes, real time RT-qPCR
assays were per- formed in skin lesion specimens using a StepOnePlus™
Real-Time PCR System. Gene expression of superoxide dismutase 1
(SOD1) and 2 (S0OD2), glutathione-disulfide reductase (GSR), and glutathione
peroxidase 1 (GPX1) enzymes can contribute to better understanding of the
imbalance between ROS production and the role of the antioxidant defense
system in the individuals involved in this study. Regarding enzyme gene
expression in skin lesion samples, the normalized expression values were
remarkably similar between young and elderly T-Lep patients. Gene
expression levels of antioxidant enzymes in the skin were significantly higher
inyoung L-Lep patients when compared to the elderly, such as SOD1 and
SOD2 enzymes (Fig 4A and 4B; P = 0,0367 and P = 0,0485 respectively).
Only GSR did not show a significant increase in young L-Lep patients (P =
0.4144), although the normalized expression values werealso higher in
these patients (Fig 4C). In these experiments, the GPX1 gene stood out from
the rest due to significant upregulation in young L-Lep patients in relation
to elderly (P < 0.0001; Fig 4D). Measured by Biomark’s Fludigm

technology, the expression of antioxidant enzyme genes in blood samples
was quite similar in both groups of patients across all clinical forms
ofleprosy and healthy volunteers respectively (Fig 4E-4H). Increased
expression of these antioxidant enzymesinY L-Lep patients was associated
with increased ROS production. Further- more, normalized expression
values of NOX2 in skin lesions were higher in Y L-Lep patients when
compared to E L-Lep patients (P = 0.0039; S1B Fig). So, according to the
results, young L-Lep patients presented an increased gene expression of
antioxidantenzymes in the skin samples, when compared to elderly L-Lep
patients.

Discussion

Infections are favored by age-related alterations in immune response
with a consequent increase in susceptibility and disruption in cytokine
production [39- 41]. In leprosy, age- related mechanisms of alterations
affecting the immune system still require clarification sincemost
individuals present the signs and symptoms ofthe disease between the
second and the fourth decades oflife [5].
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Fig 4. Gene expression analysis of antioxidant enzymes in whole blood and skin lesions.
Quantitative PCR (qPCR) evaluation of mRNA levels of SOD1 (A and E), SOD2 (B and F), GSR (C
and G) and GPX1 (D and H) was performed in whole blood and skin lesion samples. Each circle
represents one individual. Horizontal bars represent the mean values + SD. Data analysis was
performed using ordinary one-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s multiple comparison test
(A, B, and G). Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison post-test was used
for the analysis of non-normally distributed and/or heteroscedastic data (C). Variation in
number of individuals for each gene expression analysis was due to lack of amplification. P <

0.01,""P < 0.001 and P = 0.0001. Abbreviations:EElderly; Y-Young; T-Lep- TT/BT patients;
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In view of the above, we hypothesize whether oxidative stress pat- terns
could be detected among elderly patients, which could indicate specific
immunophenotypic profiles potentially affecting severity to leprosy or
even the course of the disease. Here, we provide evidence that oxidative
stress, as detected by carbonylated proteins in sera, is higher in elder
patients as compared to younger patients or elderly healthy individuals. To
corroborate these findings, we also detected higher levels of tissue damage
induced by oxidation in skin samples, although no differences were
observed between L-Lep and T-Lep patients.

Part of the decline in physiological function during the natural aging
process is linked tothe imbalance between the production of ROS and the
antioxidant defense system [42,43]. Damage caused by ROS can be
measured by quantifying certain molecules, such as 4-HNE and carbonyl
proteins. Our data showed that oxidative stress is higher in elderly leprosy
patients compared to healthy elderly subjects. Furthermore, marked
oxidative damage in
L-Lep patients does not seem to be linked to bacillary load, at least when
comparing elderly and young patients. The relationship between M. leprae
and the increased damage caused by ROS remains unclear, but previous
studies have suggested a correlation between bacillary load and oxidative
stress [44,45]. However, these works did not clarify the mechanism of such
process during aging.

Our data demonstrate that leprosy may reduce oxidative stress among
young leprosy patients, considering that after treatment and reduction in
bacillary load, the concentration ofprotein carbonyls increased in the sera
of these patients. In view of the above, some studies have already shown
that there is an increase in ROS production during the first months of
multidrug therapy (MDT), probably due to dapsone [46,47]. In the case of
young L-Lep patients, oxidative stress increased one year after release
from MDT while, in elderly patients, oxidative stress remained high both
during and years after leprosy treatment. From demonstrated that, in
young L-Lep patients, progressive M. leprae elimination may explain the
increase in carbonylated protein levels over the years following treatment,
considering the increased mRNA expression of antioxidant defense
enzymes (SOD1, SOD2, and GPX1)in these unattended patients. Similar
findings have been reported by Medeiros and collaboratorswho showed
that M. leprae is capable of reducing oxidative stress by increasing the
enzymatic activity of glutathione reductase and reducing mitochondrial
activity in the Schwann cell model. Thus, the leprosy bacillus seems to be
able to modulate oxidative stress, whereas this reduction is strategic for
promoting an appropriate niche for their survival [48]. Genetic studies have
identified several genes and genomic regions contributing to the control of
host susceptibility to leprosy. Our finding of low levels of SOD2 gene
expression in skin samples of elderly L-Lep patients is interesting,
considering that variants of this gene are located at the same genomic locus
as PRKN, a well-known leprosy susceptibility gene [49]. Future
researchmay better explain the exact mechanism of interaction between
the pathogen and expressionof antioxidant enzyme genes in other tissues,
such as blood and skin.

Our data suggest that high levels of 4-HNE in skin lesions of elderly L-Lep
patients are linked with low antioxidant enzyme expression. The enzyme
Glutathione peroxidase 1 (GPx1) catalyzes the conversion of H20: into
water using glutathione as a substrate and also promotesthe reduction of
lipid peroxides, such as 4-HNE [50]. Therefore, higher GPX1 gene
expressionin skin lesions can protect against oxidativedamage in young L-
Lep patients. Additionally,

4- HNE has a harmful effect of amplifying inflammation and increasing
tissue damage. Theseeffects are produced from activation of a TLR4 /NF-
kB-dependent pathway [51].
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Previous data showed that M. leprae modulates host lipid metabolism to
facilitateits survival and reduce the immune response [52,53]. Patients in
this study did not present dyslipidemia and there were also no significant
differences in the levels of total cholesterol, HDL, LDL or triglycerides
between elderly and young patients withsame clinical form (S2 Table). A
recent study showed that in L-Lep patients, oxidative stress was enhanced
due to changes in the chemical composition of HDL, which impairs its
antioxidant and anti-inflammatory action [54]. Although an increase in
HDL levels in multibacillary patients was not observed in our study, the
analysis of changes in the chemical composition of HDL among elderly and
young leprosy patients can help to understand the influence of the aging
process on therelationship between changes in lipid metabolism of the host
and oxidative stress.

The downregulated expression of GPX1 observed in elderly L-Lep
patients in thisstudy may be associated with induction of the cell senescence
process. ROS, especially H202, which is neutralized by the GPx1 enzyme,
alter the regulation of protein expression, such as p53, p21 and p16INK4a,
which induce cellular senescence [55,56]. High levels of lipid peroxidation
found in skin lesions of elderly leprosy patients, especially in memory CD8*
T lymphocytes, indicate that bacilli elimination can be reduced due to the
cellular senescence process that these lymphocytes may be undergoing. In
addition, these senescent cells increase tissue damage caused by
inflammation due to senescence-associated secretory phenotype (SASP),
which is characterized by increased expression and secretion of pro-
inflammatory cytokines and chemokines [57,58]. These effects can be
amplified through factors of the secretory phenotype and induce the
generation of senescence in normal neighboring cells in a paracrine
manner.

In addition, higher gene expression of antioxidant enzymes in skin
lesions of Y L- Lep patients may be related to oxidative burst. Although
these patients present increased gene expression of the Nox2 enzyme,
oxidative damage seems to be controlled by the high expression of
antioxidant enzymes, mainly glutathione peroxidase. Nox2 is highly
expressed in phagocytes and contributes to Kkilling of intracellular
pathogens. This enzyme transports electrons from cytoplasmic NADPHto
extracellular or phagossomal oxygen to generate superoxide anion [59].
Recent work showed that Mycobacterium tuberculosis survived in Nox2-
KO macrophages, and high levels of ROS induced via NOX2 were correlated
with more favorable tuberculosis treatment outcome [60] Moreover,
another recent study showed that a genetic variation in NCF2, a Nox2
complex activator, contributes to the susceptibility to tuberculosis in a
Chinese population [61]. These data reinforce the possibility that Nox2
activity is essential to M. tuberculosis phagolysosomal degradation.
Likewise, Nox2 expression could play a crucialrole in eliminating bacillus
from the elderly L-Lep patients studied herein.

Under chronic inflammatory conditions, ROS reduce activation signals to
the T cell and impair the immune response against pathogens [29]. Despite
the regular levels of TCR expression in T lymphocytes isolated from the
peripheral blood of patients withchronic diseases, such as leprosy, there
are structural changes in the TCR chain, specifically on T-cell receptor z-
chain (TCRz). ROS can induce these structural modifications of the TCR,
therefore impairing the T lymphocytes activation and proliferation [62].
Thus, the increased ROS production and a deficient antioxidant system are
responsible for the induction of hyporesponsiveness in T lymphocytes. In
addition, Zea and colleagues demonstrated that alterations on TCRz
expression were correlated with lower levels of IFN-y release in leprosy
patients [63]. In this regard, in L-Lep patients, there is extensive replication
of M. leprae in macrophages. This reduction in macrophage microbicidal
activity has been attributed to the hyporesponsiveness of T cells, as shown
in blood and cutaneous lesions of L-Lep patients [64,65]. In addition to the
effects of oxidative damage in the suppression of the T cell immune
response, there is evidence that the increase in oxidant stress is associated
with mycobacterial survival in macrophages. Indeed, Oberley-Deegan and
coworkers showed that MnTE-2-PyP, a ROS scavenger, reduces
intracellular Mycobacterium abscessus numbers by enhancing phagosome-
lysosome fusion [66].
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Considering the lower synthesis ability of antioxidant enzymes in
elderly L-Lep patients verified in this work, there are various mechanisms
used by the cells to repair damages produced by the oxidative stress in
leprosy. The co-supplementation of some antioxidants, in addition to the
specific treatment for the disease was previously described as a
contributing factor to improve such repair and to mitigate oxidative
damage, particularly in L-Lep patients. The list of antioxidants tested
encompasses zinc [67], vitamin E [68] and ascorbic acid [69].

Most works disclosed a reduction in oxidative damage following
supplementationwith the antioxidant agent. Nevertheless, none of them
addressed elderly patients. Therefore, the administration of an antioxidant
as a co-supplement throughout the clinical course of leprosy appears to be
a possible alternative to reduce, or even to prevent, oxidative stress. This
supple- mentation could be concomitant to MDT, and even administered
after treatment, particularlyin elderly L-Lep patients. We have grouped T-
Lep (TT/BT) and L-Lep (LL/BL) patients since clinical, immunological and
bacteriological features are similar facilitating comparisons of the groups.
Also, we decided to fix the recruitment trying to polarize young (from 20-
40y/o) and elderly (>60y/o) patients. All these strategies were performed
to facilitates interpretation of the data, although we understand that these
approaches can bias the results. Studies increasingrecruitment (age
ranges) and sample size allowing comparisons between clinical forms are
necessary to confirm the data.

Briefly, our study showed exacerbated oxidative damage in elderly
leprosy patients, when compared to younger patients. This damage noted
both in blood and in skin lesions, was higher in the skin of elderly L-Lep
patients. This finding possiblyarises, at least in part, fromthe role of ageing
in reducing the antioxidant enzyme system in these individuals. Thus,
considering thatall elderly patients involved in this study have always lived
in an endemic area ofleprosy, the exacerbated oxidative stress during the
aging process can be an important factorfor leprosy susceptibility and
immunopathogenesis of the disease after the sixth decade of life.

Supporting information

$1 Fig. Gene expression of NADPH oxidase enzymes in whole blood and
skin lesions. Quantitative PCR (qPCR) evaluation of NOX1 mRNA levels (A)
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S1 Fig. Gene expression of NADPH oxidase enzymes in whole blood and skin lesions.
Quantitative PCR (gPCR) evaluation of NOX1 mRNA levels (A) in whole blood (L-Lep patients, Y n
=12 and En=13; T-Lep patients Y n=12and En =15; HV Y n =10 and E n = 15), and NOX2 (B)
in skin lesion samples (Y L-Lepn=13and EL-Lepn=10; Y T-Lepn =10 and E T-Lep n = 12). Bar
graphs represent means + SD of each group. Data analysis was performed using Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparison post-test. **P < 0.01, and ***P < 0.001. Abbreviations: E—
Elderly; Y=Young; T-Lep—TT/BT patients; L-Lep—LL/BL patients; HV—healthy volunteers.
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S1 Table. Oligonucleotides used in the study.

Gene Gene name Sequence 5" > 3’ Gene bank
- Fwd - GGGAAGCATTAAAGGACTGACTG
SOD1 Superoxide dismutase 1 Rev - CCAACATGCCTCTCTTCATCC NM_000454.5
S Fwd - CAGCGGTAGCACCAGCACTARev
SOD2  [Superoxide dismutase 2 . GAGCCCAGATACCCCAAAAC NM_000636.4
GSR Glutathione-disulfide reductase Fwd - CAGCCCTGGGTTCTAAGACAT NM_000637.5
Rev - CCTTGACCTGGGAGAACTTCAG
. . Fwd - GGAGAACGCCAAGAACGAAG
GPX1 |Glutathione peroxidase 1 Rev - CGCACTTCTCGAAGAGCATGA NM_000581.4
. Fwd - GTTTCTGGTTGTTTGGTTAGGGCRev
NOX1 |NADPH oxidase 1 . ATTGCTTTCTCAGTGTGCGG NM_007052.5
. Fwd - TCCTATGACTTGGAAATGGATAGTGG
NOX2 INADPH oxidase 2 Rev - CCTTCTTCTTCATCTGTAGCTCG NM_000397.4
. . Fwd - GACAAGAAAAAGCGGATGGTRev
RPL13 |Ribosomal protein L13  GTACTTCCAGCCAACCTCGT NM_000977.4
. . Fwd - GCGCACGCTACAGTACAAG
RPS16 |Ribosomal protein S16 Rev - AGATGGACTGACGGATAGCATA NM_001020.6
. . Fwd - CGAGTCGTCCGGAAATCCAT
RPL35 |Ribosomal protein L35 Rev - GGCTTGTACTTCTTGCCCTTG NM_007209.4
S2 Table Biochemical data of analyzed group.
ET-Lep Y T-Lep EL-Lep Y L-Lep EHV
Glucose (mg/dL) 984154 97.5+£23 109+ 39.5 926+7.6 119.4 £ 245
Creatinine (mg/dL) 1.1+£0.3 0.8+£0.3 09£0.2 09+£0.2 0.9+£0.2
Urea (mg/dL) 35.7£105 30.3+£8.3 36.1+9.2 26+£8.6 42.1+13.6
Total bilirubin (mg/dL) 0.8+0.3° 03+0.1%¢ 05+0.1 0.6+0.5 09+0.3°
Albumin (g/dL) 3.7+04 3+0.8 3.8+0.5 3.7+£0.7 3.6+19
Uric acid (mg/dL) 54+09 3.6+2.2 3x1.2 29+16 43x14
Total cholesterol (mg/dL) 176.9£40.4 150.5+42.72 191.6 £24.92 182.4+36.7 192.9+46.7
Triglycerides (mg/dL) 1404 +£82.8 112.1+66.3 126.5+56.6 112.1+66.4 146.9+67.1
HDL (mg/dL) 34.2+85?2 33+6.1%0 55.8+15.6** 50.8+12 51.8+8.9°
LDL (mg/dL) 101.9+22.7 82.7£216 999+£36.9 1198+31.6 111.6+39.2
VLDL (mg/dL) 30.2+17.9 21.8+16.8 253+122 249+119 295%135

%P < 0.05; °P < 0.01; °P < 0.001; *P <0.05
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Leprosy is an infectious disease that remai ns endemic in approximately 100 develop ing
countries, where about 200,000 new cases are diagnosed each year. Moreover,
multibacillary leprosy, the most contagious form of the disease, has been
detected at continuously higher rates among Brazilian elderly people. Due to the
so-called immunosenescence, characterized by several alterations in the quality of
the immune response during aging, this group is more susceptible to inf ectious
diseases. Inview of such data, the purpose of our work was to investigate if age-
related alterations in the immune response could influence the pathogenesis of
leprosy. As such, we studied 87 individuals, 62 newly diagnosed and untreated leprosy
patients distributed according to the age range and to the clinical forms of the
disease and 25 healthy volunteers, who were studied as controls. The frequency
of senescent and memory CD8+ leukocytes was assessed by immunof
luorescence of biopsies f rom cutaneous lesions, while the serum levels of IgG anti-
CMV antibodies were analyzed by chemilumi nescence and the gene expression of T
cell receptors’ inhibitors by RT-gPCR. We noted an accumul atio n of memo ry CD8+
T lymphocytes, as well asreduced CD8+CD28+ cell expression in skin lesions from elderly
patients, when compared to younger people. Alteratio ns in LAG3 and PDCD1 gene
expression in cutaneo us lesions of young MB patients were also observed, when
compared to elderly patients. Such data suggest that the age-related alterations of T
lymphocyte subsets can facilitate the onset of leprosy in elderly patients, not to mentio n
other chronic inflammatory diseases.

Keywords: leprosy, elderly, immunosenescence, skin lesions, memory T cell, cytomegalovirus
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INTRODUCTION

Leprosy is a neglected chronic infectious disease
caused by Mycobacterium leprae, which remains a
public health problem in low-income countries (1, 2).
M. leprae affects mainly the skin andperipheral nervous
system, where the bacilli are responsible for
neurological damage, bone resorption, and irreversible
physical disabilities (3-5). Genetic and environmental
factors contribute to disease progression (3).
Fortunately, around 95% of people are genetically
resistantto M. leprae infection (3, 6).

Leprosy presents a wide spectrum of clinical forms,
whichis essentially determined by the presence (or
absence) of cell- mediated immunity (CMI) against the
pathogen. According to the Ridley and Jopling
classification (7), tuberculoid forms (T- Lep) are
characterized by a strong immune response to
localizeddisease with a single (or few)skin lesion(s)
without bacilli detection. On the other side,
lepromatous forms (L-Lep) are characterized by
several disseminated skin lesions with many bacilli,and
the absence of CMI against M. leprae. Between these
polar forms (TT andLL) there are borderline forms (BT,
BB, and BL), which comprise most of the patients. In
addition, thereis also a WHO classification, a more
practical and operational classification,which classifies
leprosy patients into two groups: paucibacillary
leprosy (PB leprosy) thatpresents five or less skin
lesions and no apparent bacilli in slit-skin smears; and
multibacillary leprosy (MB leprosy) with more than five
skinlesions (8).

During the aging process, significant changes in the
composition of peripheral T lymphocytes occur (9).
These changes are mostly caused by decline in the
output of naive T cells due to thymic involution and
exposure to pathogens over the lifetime, especially
latent viruses, such as cytomegalovirus (CMV), which
are related to the accumulation of highly differentiated
CD8+ memory T cells
(9, 10). Although a mechanism of compensation by
homeostatic  proliferation  partlymaintains  the
numbers of naive T cells in the periphery, the adaptive
immune system inelderly people is characterized by
higher proportions of memory T cells and lower
proportionsof naive T cells (11). CD8+ T cells play a
central role in the recognition and

clearance of intracellular pathogens, such as M. leprae.
CD8+

T cell frequency is similar between the leprosy clinical
forms,although functional features such as higher IL-10
levels in MB compared to PB patients in this T cell
subsethas been observed (12). Moreover, TNF-
producing CD8+ T cells are

essential in the pathogenesis of the type 2 leprosy
reaction inMB patients, these reactions are episodes of
acute hypersensitivitypresenting as aggravation of the
previous symptoms and skinlesions (13).

During the aging process, the T cell costimulatory
molecule, CD28 (needed for activation and survival), is
lost, interferingin cellular signaling and functional
aspects of these cells (14,15). The binding of CD28,
expressed on the T cell surface, to CD80 or CD86
stimulates IL-2 production leading to T cell activation
and proliferation, while signals through the TCR/CD3
complex in the absence of a costimulatory signal
induces anergy (16). Recent works haveshown that the
loss of CD28 expression is a hallmark of senescent
CD8+ T cells, and

proportion changes in CD8+CD28- cells have been
reported in aging-related diseases such as cancer,
cardiovascular  disease, and other chronic
inflammatory  diseases (17-19). Accumulating
evidence indicates that CD8+CD28~ T cells

play a relevant role in immune response suppression,
suchas impairing T cell activation and proliferation, and
inducingapoptosis in these cells in vitro (20, 21). The
immunosuppressive mechanisms performed by these
cells are diverse, including secretion of anti-
inflammatory cytokines, increased expression of
programmed cell death protein 1 (PD-1) and its
ligands, and FasL (22, 23). Several studies showed that
the CD28 constitutive expression level issimilarbetween
PB patients and healthy individuals, whileMBpatients
presented lower CD28 expression (24-26). This
suggests that upregulation of the CD28 molecule plays
a critical role in the cell-mediated immunity response
against
M. leprae, restrictingthe proliferation of the pathogen.
The present study aimed at investigating potential
age- related alterations that are associated with CD8+
cells in elderly leprosy patients. For this purpose,
blood and skin
lesion samples from young and elderly patients were
evaluated for the frequency of memory and senescent
CD8+
T cells, anti-CMV IgG titers, and gene expression of
inhibitory T cell receptors. We observed the
accumulation of memory CD8+ cells in the skinlesions
of all elderly patients, followed
by a lower frequency of CD8+CD28+ in elderly PB
patients compared to young ones. We also
observedchanges in gene
expression of the LAG3 and PDCDI receptorsin
cutaneous lesions of young MB patients and not in
elderly leprosy patients.

METHODS
Participants and Study Design

All enrolled leprosy patients were classified
accordingto theRidley and Jopling scale (1966), then
the diagnosis was confirmed by clinical examination
and histopathological analysis of skin lesions. Blood
and skin lesion samples werecollected beforetreatment
(Figure 1). Patients were classified accordingto
clinicalforms and also stratified into two groups: young
(20-40 years old) and elderly (over 60 years old). All
patients and healthy volunteers resided in the
metropolitan region of Rio de Janeiro state, Brazil, a
leprosy endemic area. Exclusion criteria for leprosy
patients and healthy elderly volunteers were: relapse
cases, pregnancy or breast-feeding women, co-
infections suchas tuberculosis, hepatitis B and C,and
HIV. Hypertensive and diabetic elderly
individualsunder drug control were included. As
previously mentioned, our work used clinical samples
of young and elderly patients diagnosed according to
the R&] criteria. Nevertheless, in order to avoid
repetitions, BL and LL individuals shall be hereinafter
grouped as MB patients, and BT and TT as PB patients.

Ethical Considerations
Thestudywasapproved by the Institutional Ethics
Committee of Oswaldo Cruz Foundation/FIOCRUZ
(permit protocol number 27052919.0.0000.5248).
Leprosy patients and healthy volunteers signed a
written consent form to participate in the study. The
biological samples from leprosy patients were
obtained
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FIGURE 1 | Study design. Groups of individuals evaluated and tests performed. A total of 62 leprosy patients and 25 healthy volunteers were clinically and/or

laboratory assessed. At each analysis performed, the numbers of individuals tested by group are shown (inside the boxes).

at the Leprosy outpatient clinic (FIOCRUZ/Rio de
Janeiro). Elderly healthy individuals were recruited at
the Human Aging Laboratory - GeronLab, Policlinica
Piquet Carneiro (UER]/Rio de Janeiro).

Immunofluorescence Assay

Frozen skin lesion section assays were performed in a
Leica LM3000 cryostat, fixed in paraformaldehyde.

images by Apotome (Carl Zeiss), mathematically
deconvoluted by the AxioVision Rel. 4.6 software (Carl
Zeiss). For quantitativeanalysis of CD8*, CD45R0", and
CD28* cells,

10 microscopic fields were imaged and the number of
positive cells was counted in each field. The results
were summarized as the average of fields'counts, as
determined by three independent observers.

Unspecific bindingsites were blocked with 10% Fetal  CMV Serolo

Calf Serum (FCS,GIBCO, LifeTechnologies) in 0.01 M of 1oG antibodi gy ¢ CMV determined i

PBS for 1 h at room temperature. Permeabilization was S% m alrésl 0 l‘e;it.illgamsa comr;?rl;leerc?a?{ mine a\;gil:\i)rli

performed by incubating the sections with0.05% Triton DIES . - y
chemiluminescent microparticle immunoassay

X-100 for 15 min. Rat IgG2b anti-human CD8(1:50;
Abcam, ab60076), mouse IgG2a anti-human CD45R0
(1:25; Abcam, ab86080), and rabbit IgG anti- human CD28
(1:50; Abcam, ab243228) or their respective isotypes
were diluted in 1% Bovine Serum Albumin (BSA,
Sigma-Aldrich) in 0.01 M of PBS and incubated at 4°C
overnight. Tissue sections were washed three times
and incubated with Alexa Fluor 594 goat anti-Rat IgG
(1:1,000,

Abcam, ab150164), Alexa Fluor 633 goat anti-mouse
IgG1 (1:1,000, ThermoFisher Scientific, A- 21126), and
Alexa Fluor

488 goat anti-rabbit IgG (1:1,000, Abcam, ab150077)
secondary antibodies for 1.5h at room temperature.
The nuclei were stained with 4 -6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI; 1:10,000, Molecular Probes,
D1306), and slides were mounted with VECTASHIELD
Mounting Medium (Vector Laboratories, H-1000).
Tissues were imaged using an Axio Observer.Z1 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) using an EC Plan-Neofluar
20X /0.50 objective and Plan-Apochromat 63% /1.3 oil
objective. Images were acquired with an AxioCam HRm
digital camera, in the format of structured confocal

according to the manufacturer’sinstructions (Architect
CMV IgG, Abbott Laboratories, Diagnostic Division,
Sligo, Ireland). Absorbance was measured and an
optical density(OD) ratio was calculated. The default
result unit for the assay was AU/mL. Specimens with
concentration values >15.0 AU/mL were considered
reactive for IgG antibodies to CMV andindicated past or
acute infection.

Total RNA Isolation and cDNA Synthesis
The total RNA from whole blood obtained by venous
puncture was isolated using the PAXgene™ Blood
RNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) in accordance with
the manufacturer’s instructions. Fzor biopsy
specimens, RNA

from skin lesion samples (6 mm punch) was obtained
using the Polytron Homogenizer Model PT3100
apparatus (Kinematica AG, Lucerne, Switzerland) in 2
mL of TRIzol™ Reagent (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, USA), following the manufacturer’s
instructions. Total RNA was treated with TURBO™
DNase (ThermoFisher Scientific) according to the
manufacturer’s standard protocol, quantified, and
their integrity was evaluated by agarose gel
electrophoresis. RNA
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reverse transcription into cDNA was performed as
previously described (27).

Gene Expression Analysis by RT-gPCR
Quantitative RT-PCR was carried out with a final
volume of10 WL containing 200 nM of each primers
(Supplementary Table 1),1X Fast SYBR™ Green
Master Mix (ThermoFisherScientific), and 10 ng of
cDNA. All reactions wereconducted with three technical
replicates for each biological sample. No reverse
transcriptase negative controls and no template
controls were included in each run. The assays were
performed on a StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
thermocycler (ThermoFisher Scientific) as detailed
elsewhere (27). The relativeexpression levels of the genes
of interest were normalized by ribosomal protein L13.
qPCR data analysis was performed with the No method
implemented in LinRegPCR v. 2020.0, which considers
gPCRmean efficiencies estimated by the window-of-
linearity method as proposed by Ramakers et al. (28) and
Ruijteret al. (29). Briefly, NO values were calculated in
LinRegPCR using default parameters. Then, NO values
from the gene of interest (GOI) were normalized by
taking its ratio to the NO of the reference gene (REF)
RPL13a (NOcoi/NOggr).

Biomark Fluidigm Gene Expression

Gene expression from whole blood was measured
using Biomark’s microfluidic-based qPCR technology.
cDNA was obtained from RNA as described above.
Then, 1.25 pL of ¢cDNA (from stock concentration of 5
ng/HL) was pre- amplified witha pool of 96 primer pairs
(final concentrationof 50 nM) withthe TagMan PreAmp
Master Mix 2X (Applied Biosystems, USA, # 4391128) in
a GeneAmp PCR System 9700 thermocycler for 14
cycles. All subsequent steps are detailed in research by
Guerreiro et al. (27). For data analysis, initial quality
controlwas performed based on melting curve analysis
(MCA) usingthe Fluidigm Real-Time PCR Analysis
Software v. 4.5.2, where targets with multiple
dissociation curve peaks were removedfrom further
analysis. Later, raw data were exported and processed
with custom R scripts as described elsewhere by
Guerreiro et al. (27). In brief, foreground data
(EvaGreen) were adjusted by the subtraction of
background (Rox) intensity to generate Rn
(background-adjusted accumulated fluorescence).
Then, qPCR reaction efficiency was estimated by fitting
a four- parameter sigmoid model according to Rutledge
and Stewart (30), with functions from the R package
gpcR v.1.41-1 (31). Cycle thresholds (Ct) were
determined from the maximum of the second derivative
from the fitted sigmoid curve. Cts andefficiencies were
used to estimate relative expression based on the
method proposed by Pfaffl (32). The normalization
factor used in the denominator for relative expression
consisted of the geometric mean from RPS16, RPL13,
and RPL35 genes, selected as the most stable by the R
implementation of the geNorm algorithm (33, 34).

Statistical Analysis

Results were analyzed using Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) V. 10.1 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA) and Graph Prism V. 8 (San Diego, CA, USA)
software. After testing

for normality (Shapiro-Wilk normality test), non-
normally distributed data were analyzed through non-
parametric tests. The Mann/Whitney U-test was used
to test the differences between two groups, and
comparisons between more than two groups were
examined through the Kruskal-Wallis test followed by
post-hoc Dunn’s correction. Normallydistributed data
were compared using one-way ANOVA followed by
Tukey’smultiple comparisons test. A P-value < 0.05

was considered statistically significant.

RESULTS

Subject Demographics and Clinical
Data

The present study enrolled 87 individuals, 62 of
whomwerepatients diagnosed with leprosy and 25
were healthy
Volunteers (HV). Both patients and HV were divided
into two groupsaccording to age: young (20-40 years
age) and elderly(60 yearsage or older). The mean age of
the young groups was30 years ofage (29.3 for young HV,
29.3 for young PB, 31.7 foryoung MB). In the elderly
groups, the mean ages were 79.1, 69.1, and 67.7
yearsfor elderly HV, elderly PB, and elderly MBpatients,
respectively. Participants’ clinical and demographicdata
are shown in Table 1. According to the Ridley and Jopling
classification of patientclinical spectrums, those in the
MBgroup were classified as BL (40%) or LL (60%),
while PB patients were either TT (12.5%) or BT
(87.5%). Amongelderly MB patients, there was a
highfrequency of maleindividuals when compared to
the othergroups. This unequalgender distribution was
expected due tothe influence of sexhormones on the
immune response to infectious diseases.Lower education
level (average of 5 years) of elderlypatients was not
related to a delay in diagnosing thedisease.Although
young patients had higher education levelswhen
compared to elderly patients (p = 0.0035), especially
inthePB group (10 years), the time from symptoms onset
todisease diagnosis was, on average, 1 year for both
young and elderly participants.

Bacterial load, as measured by the bacterial index
(BI) inslit skin smears samples, was greater in young
MB patients than in the elderly patients, although this
difference was notsignificant (p = 0.2932). On the other
hand, bacterial lesion index (BLI)was significantly
greater in young MB patients than in elderly patients
(p = 0.0112). This information is particularly
interestingconsidering that the frequency of MB
patients in young and elderly groups was similar.

Memory Cutaneous CcD8+  Cell
Populationsare More Frequent in Elderly

Leprosy Patients

Memory CD8* cells (CD8*CD45R0O*) presence was
detected in patients’ skin lesions by labeling with anti-
CD8 and anti- CD45R0 antibodies, as described in the
methods section. Figure 2A represents results from
the four studied groups. CD8* leukocytes were
significantly higher in elderly skin lesions when
compared to those of young patients, regardless of
clinical form (Figure 2B). Memory CD8* cells
(CD8*CD45R0*) were also greater in elderly than in
young patients (Figure 2C),
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TABLE 1 | Characteristics of study population.

Groups N Age, years Sex BI LBI DG (%) Education Time to
(Mean + SD) (Yomale) (Mean =+ SD) (Mean = SD) —_———— level diagnosis
0 I I (Mean + SD) (median)
Y HV 10 29371 40 - - - - - 16.1 + 5.7 -
EHV 15 79.1 +6.3 46.7 - - - - - 104 4.1 -
Y PB 12 29.3 + 6.2 66.7 0 0 83.3 16.7 0 10.1 + 4.3 12
EPB 20 69.1 + 75 30 0 0 90 5 5 59+ 4.4 10
Y MB 15 317 £3.2 60 45+12 49+11 53.3 333 13.4 79+43 115
EMB 15 67.7 = 6.7 733 41+11 37+14 33.3 46.7 20 35+28 115

Y, Young; E, Elderly; HV, Healthy Volunteers; PB, Paucibacillary leprosy; MB, Multibacillary leprosy; Bl, Bacillary Index; LBI, Lesion Bacillary Index; DG, Disability Degree.
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FIGURE 2 | Frequency of memory CD8* T cells in skin lesions samples. Immunofluorescence assays were performed to determine the number of memory CD8+ T
cells (CD8+CD45R0O*) in skin lesions of leprosy patients. The images are representative of a patient from each group of four individuals, where CD8 (red, Alexa Fluor
594), CD45RO (yellow, Alexa Fluor 633), and the nuclei (blue) were stained with DAPI (A). The images were visualized and obtained by a Zeiss Colibri fluorescent
microscope, and the scale bar was 20 pm. The graphs show the frequency of (B) CD8+ T cells, (C) CD8+*CD45RO- T cells, and (D) CD8+CD45RO* T cells. Analysis
was performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. Data are representative of four individuals in each group and the results are shown
as means = SD, where *P < 0.01, and ***P < 0.001.

irrespective of clinical form. On the other hand, naive  these results demonstrate an accumulation of memory
cells (CD8*CD45R0~) were not significantly different ~ CD8*cells in elderly patient skin lesions, which is a
in skin lesionsfrom young and elderly patients (Figure process linkedto immunosenescence.

2D). As expected,
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FIGURE 3 | CD28 expression in blood and skin lesion samples. Fluorescence immunostaining of CD28 (green) and CD8 (red) in skin lesions. (A) The images are
representative of a patient from each group of four individuals. Images were visualized and obtained by a Zeiss Colibri fluorescent microscope and the scale bar was
20 ym. The graphs show the frequency of (B) CD8+CD28* T cells, (C) ratio between CD8+CD28+ cells and CD8+* T cells, and the data are demonstrated by means
+ SD. The results of CD28 gene expression in (D) blood samples and (E) skin lesion samples are shown in normalized expression values. Whole blood samples were
measured using Biomark’s microfiuidic-based qPCR technology and experiments with skin lesions were performed with RT-gPCR. Each circle represents an
individual, horizontal bars indicate the mean. (F) IgG anti-CMV antibodies in sera samples in the studied groups were performed by a chemiluminescence method.
Bars represent mean + SD. Analysis was performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test, and **P < 0.01.

Low Frequency of CD8+CD28+
Cells inSkin Lesion Samples of

Elderly LeprosyPatients

Although CD8* T lymphocytes play an important part
in controlling M. leprae proliferation, the presence of
these senescent lymphocytes (CD8*CD28-) may hinder
the controlof infection due to their regulatory T cell

activities.

Figure 3A presents CD8 and CD28 expression in skin
lesions of the groups of patients in this study.
CD8*CD28" cells were significantly more frequent in
young PB than elderly PB patients in skin lesions (p =
0.0015; Figure 3B). However, the same was not
observed among patients in MB groups, inwhich both
young and elderly exhibited similar levels of
CD8*CD28" cells (Figure 3B). Ratios were calculated
between CD8*CD28* and total CD8" cells in order to
confirm the higher frequency of CD8*CD28*
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cells in young PB patients when compared to total
CD8" cells (Figure 3C).

Gene expression of co-stimulating D28 in whole
blood samples showed no difference in CD28 mRNA
expression inblood across the studied groups (Figure
3D). However, whenit comes to (CD28 mRNA
expression in skin lesions by RT-qPCR, elderly MB
patients showed a significant reduction when compared
to other groups in the study, including young patientswith
the same clinical form (Figure 3E; p = 0.0024).

Latent subclinical infection caused by CMV may lead
to immunological alterations linked to aging, such as
the accumulation of memory CD8" cells that do not
express CD28. We carried out detection of anti-CMV IgG
in the serumofstudied participants. All elderly patients
were positive for
anti- CMV IgG, while 85% of young patients were positive.
The lowest frequency of anti-CMV IgG positive
individuals occurred in the young and healthy group
(72%). However, antibody titers were not correlated to
CD8*CD28" cells in any of the studied
groups.Furthermore, in elderly PB patients, only those
with significantly lower CD8+CD28* cells
presented higher anti-CMV IgG levels, as opposed to young
PB patients (Figure 3F; p = 0.0054).

Regardless of Age, MB Patients
Presented Higher Gene Expression of T
Cell Inhibitory Receptors Than PB

Patients

Regulatory T lymphocytes use diverse strategies to
suppress the immune response mediated by other
subpopulations of T lymphocytes. Therefore, we
hypothesized that PD-1 and LAG3 T lymphocyte
inhibition receptors (also known as CD279 and CD223,
respectively) could be part of the suppression strategy,
linked to greater susceptibility to infectious diseases
such as leprosy. Furthermore, CMV infection may
induce these inhibition receptors.

We carried out gene expression analysis of
programmed cell death 1 (PDCD1) receptor and its
ligands PDCD1lg1 andPDCD1lg2, as well as lymphocyte
activation protein (LAG3) in blood and skin lesion
samples. Blood samples from patients and healthy
controls showed similar expression levels of LAG3 and
PDCD1 (Figures 4 A, B). Inskin lesions, differenceswere
observed between groups regardless of age. MB
patients presented increased expression of LAG3 and
PDCD1in skin lesions in comparison to PB patients (p <
0.0001, p = 0.0031, respectively; Figures 4 C, D).
Furthermore, young MB patients presented significantly
higher expression in skin lesions than PBpatients (p =
0.0219). It seems that LAG3 and PDCDI could be
associated with mechanisms leading to weaker T
lymphocyte response to M. leprae in MB patients.
However, the expression of these receptors does not
seem to be related to aging, at least notunder these
studied conditions. Then, we analyzed putative age-
related changes in programmed cell death receptor
(PDCD1, i.e, PDCD1lg1 and PDCD1Ig2) gene expression in
blood and skin lesions (Supplementary Figure 1) and
no differences were observed among all groups tested.
PDCD1lgl and PDCD1lg2 alsodemonstrated no
difference in gene expression between PB and MB
patients, as opposed toPDCD1.

DISCUSSION

The aging process leads to a myriad of innate and
adaptive immune system adaptations, which result in
increased susceptibility to infections, reduction in
vaccine response, and even greater incidence of cancer
(35). Although these alterationsare related to T cell
mediated immune response,the mechanisms by which
they increase susceptibility to infectious diseases
remain unknown (36). Cunha and collaborators
addressed thesefactors among elderly peopleaffected
by SARS-CoV-2 infection (37). Considering that M.
leprae is capable of infecting a large amount of people,
and only a minority will progress toward the disease
(1), factorsbehind delayed disease onset that could be
associated with changes in T lymphocyte
subpopulations remain unclear. Studies in this area
are even more relevant considering epidemiological
tendencies of increased disease detection in the
population over 60 years of age and stabilization in
those between 15 and 60 years (38, 39), which could
be increased in a transition from high-endemic to
middle- endemicity.

The social impact of leprosy is high due to the
physical sequelae that it may render, which are even
more serious in the elderly population. Our work
identified the increased frequency of physical
incapacity in elderly, especially in MBpatients, which
is in agreement with other findings in the Brazilian
population (38-40). Similarly, the greater frequency of
males among MB patients has also been documented
previously dueto the progressive increase in MB
leprosy with age (38, 39). Itis known from experimental
models of intracellular pathogens such as Leishmania
(41), Mycobacterium  tuberculosis (42), and
Paracoccidioides brasiliensis (43) that testosterone is
capable of increasing the levels of Th2 anti-
inflammatory cytokines, such asIL-10 andIL-4, while
estrogen induces a Th1 response, such as IL-2 andIFN-
Y. These findings may explain the higher
susceptibilityof men for developing the multibacillary
form of leprosy.

Herein, the observation of increased memory CD8*
cellsin skin lesions of elderly patients corroborates
preceding evidence that demonstrated increased
subpopulations of
these cells during aging (9, 44). Although T
lymphocytes are essential for the elimination of M.
leprae, many subpopulations have reduced activation
and proliferation due to the absence of the CD28
costimulatory molecule. CD8*CD28~ T cells exhibita
senescence profile along with
severe reduction in telomere function due to a long
replication history (45). Although other cells may
express CD8 molecules, such as NK (CD8+CD3-
CD56+) cells (46), itis highly likely that these CD8+
cells foundin the skin of ourpatients studied herein are
T lymphocytes. NK cells are also present in
granulomatous diseases, such as tuberculosis and
tuberculoid leprosy (47). Nevertheless, few studies
disclosed the frequency of these cells in skin lesions of
patients affected by such diseases. While reduced
expression of CD28 in peripheral blood Tlymphocytes
of MB patients has been previously described (24, 25),
the current work provides new information
correlating these data with age. We observed lower
expression of CD28 molecules in CD8" of elderly PB
patients in comparison with young patients with the
same clinical form. These findings could compromise
the activation andproliferation of these cells,
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FIGURE 4 | PD-1 and LAG3 gene expression in whole blood and skin lesion samples. Expression of PDCD1 gene on (A) blood and (B) skin samples. Expression of
LAG3 gene on (C) blood and (D) skin lesion samples. The results of these two inhibitory receptors are represented in normalized expression values. Whole blood
samples were measured using Biomark’s microfluidic-based qPCR technology and fragments of lesions were performed by RT-qPCR. Each circle represents an
individual, and the horizontal bars indicate the mean. Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test correction was used to compare the groups. *P < 0.05,

**P < 0.01, and ***P <0.0001.

favoring bacilli proliferation in elderly patients.
Furthermore, CD8+CD28~ cells disclosed its ability to
suppress immune activity, which could hamper the
activation and proliferation of Th lymphocytes
through different
mechanisms, such as TGF-B and IL-10 secretion and
expression of PDL-1 and FasL ligands (20, 21).
Nonetheless, CD8*CD28~ T lymphocytes may also
reduce the capacity of
dendritic cells and monocytes to present M. leprae-
derived antigens, through increased expression oflg-
like transcript 3 (ILT3) and 4 (ILT4) (48). In summary,
increased expression of senescent leukocytes in elderly
patients could constitute a permissive environment
thatfavors M. leprae replication and spread.

Our data are even more striking in the elderly PB

patient
group since they not only present lower CD8*CD28*
cells inskin lesions but showed increased detection of
anti-CMV IgGantibodies in serum. Longitudinal studies
have demonstrated
that elderly people have a reduced capacity to resist
new infections due to an excess of memory leukocytes,
especially

CD8*CD28~. Another contributing factor is the scarcity
of naiveT lymphocytes that present a T lymphocyte
receptor (TCR) repertoire (49-51). Studies suggest that
T cell subsets

frequenciesmay be caused, in part, by latent CMV control
(52, 53). In fact, CMV seropositivity seems to be a
determinant

factor of lifeexpectancy, CMV* individuals who present
other risk factors, such as increase in CD8CD28~ cells
tend to have a shorter life span (54, 55).

As age advances, a decline of distinct intensity in
adaptiveimmune functions is observed. It is speculated
that this decline may be explained by regulatory T
lymphocytes (Treg), however, thesedata are still
inconsistent. Some studies describe a reduction in
Treg (CD4*CD25*) suppressive
activity during aging (54), while others show that blood
Tregfrequency is higher in the elderly and that their
depletion improves conventional CD4* T lymphocyte
activity in theseindividuals (55). Here, expressionof two
receptors (PD-1 and LAG3) related to the suppression
mechanisms of Treg cells does not appear to be
associated to age in leprosy patients.
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Our results show that, regardless of age,MB patients present
higher expression levels of these two receptors in skin
samples than PB patients. These results arein accordance with
the fact that MB patients present a permissive environment for
the proliferation of M. leprae, considering their high bacilli
counts in cutaneous lesions. LAG3 receptor function seems to
be influenced by different cytokines as well as by persistent
antigen exposure (56).We found evidence that corroborates
other studies showing that high bacillary load in MB patients
may provide an environment that increases
immunosuppressiveaction of Treg through LAG3. This could
hinder thecontainment of bacilli, since LAG3 tends to increase
Treg activity in an environment with high antigen exposure
(57, 58). Similarly, increasedPD-1 expression hampers effector
T lymphocyte actions in containing M. leprae proliferation,
resulting in high bacillary load, a characteristic of MB leprosy
(59). For example, in achronic infection model, blocking of
PD-1 interaction with its ligands with nivolumab was able to
revert the exhaustion of T lymphocytes (60).

Taken together, our data suggest that changes in cell
subpopulations associated with aging may facilitate the
appearance of signs and symptoms of leprosy in elderly
people exposed to M. leprae. Thus, the accumulation of
memory CD8* and reduced frequency of CD8*CD28* cells in
elderly patients constitute important immunosenescence
changes that compromise the activation of resistance
mechanismsagainst M. leprae. Future studies are necessaryto
evaluate the senescent cells response to bacterialchallenge,
confirm theirhyporesponsiveness when compared to non-
senescent cells and still, verify the functional profile of these
subsets. On this basis, the data shown in this study provide
information and perspectives on the implications of
immunosenescence in leprosy progression, which can be
extended to other models of chronic infectious diseases.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are
included in the article/Supplementary Material, further
inquiries can be directed to the corresponding author/s.

ETHICS STATEMENT

The studies involving human participants were reviewed and
approved by Institutional Ethics Committee of OswaldoCruz
Foundation/FIOCRUZ (permit protocol number
27052919.0.0000.5248).

The patients/participants providedtheir written informed
consent to participate in this study.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

DE: conceptualization. ES, MMo, RL, and DE: funding
acquisition. PS, KC, TL-C, MMe, and JL: performed

the experiments. JN,RLand ES: clinical follow-up.
PS, TL-C, MMe, FL, MMo, and DE: analyzed the data and
writing. PS, MMo, and DE: review and editing. All
authors contributed to the article and approved the
submitted version.

FUNDING

PS was a postgraduate student sponsored by
FIOCRUZ/CAPES (in Portuguese: Coordenacido de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
number16.11.38.106). KC and TL-C were
postgraduate students sponsored by FIOCRUZ/CNPq
(in Portuguese: Conselho Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento Tecnolégico, numbers 18.08.38.140
and 18.08.18.013 respectively). MMe and ]JL were
postgraduate student sponsored by FIOCRUZ/CNPq,
numbers 15.06.38.062 and 18.03.37.105, respectively.
MM (process 313657/2018- 1), ES (process
305105/2019-1), FL (process 31633/2017-7), and RL
(process 309853/2019-2) are fellows sponsoredby
CNPq. This investigation received financial support
from PAEF (in Portuguese: Projeto de Acgdes
Estratégicas para Desenvolvimento e Fortalecimento
dos Laboratérios Credenciados e das Areas de Apoio a
Pesquisa do I0C, process number 10C-023-FI0-18-2-
41, MM) and PAPES VI/CNPq/Fiocruz (process
number 422.103/2017-9, DE). The funders had no role in
the study design, data collectionand analysis, decision
to publish, or preparation of the manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to all the leprosy patients and non-
leprosy volunteers for agreeing to participate in the
study, as wellas to Cristiane Domingues and José
Augusto da Silva for their administrative assistance.
Our recognition goes to Anna Beatriz Robottom
Ferreira, a native speaker for editing the text.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be
foundonline at:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389 /fi
mmu.2021.647385/full#supplementary-

material

Supplementary Figure 1 | PD-1 ligands gene expression in blood and
skin lesionsamples. Expression of PDCD1LG1 gene on (A) whole blood
samples and (B) skin samples, and PDCD1LG2 gene on (C) whole
blood samples and (D) skin specimens. The results of gene expression of
these PD-1 ligands are represented in normalized expression values. In
the whole blood, the analysis was performed by Bio mark’s microfluidic-
based qPCR technology and in the cutaneous fragments, analysis was
performed by RT-gPCR. Each circle represents an individual, and
horizontal bars indicate the mean. Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison test correction was used to compare

the groups.

Supplementary Table 1 | Oligonucleotides used in the study.

82


http://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu
http://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu
http://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu

REFERENCES

1. Scollard DM, Adams LB, Gillis TP, Krahenbuhl JL,
Truman RW, Williams DL. The continuing challenges of leprosy.

Clin Microbiol  Rev. (2006) 19:338-81. doi:
10.1128/CMR.19.2.338-381.2006
2. Foss N'T, Motta AC. Leprosy, a neglected disease that causes a

wide variety of clinical conditions in tropical countries. Mem Inst Oswaldo
Cruz. (2012) 107(Supp1.1):28—33. doi: 10.1590/50074-02762012000900006
3. Scollard DM, Truman RW, GJ]. Me
chanisms of nerve injury in leprosy. Clin  Dermatol.  (2015)

33:46-54. doi: 10.1016/j.clindermatol.2014.07.008
4. Lockwood DN, Saunderson PR. Nerve damage in leprosy: a

Ebenezer

continuing challenge to scientists, clinicians and service providers. /nt Health.
(2012) 4:77-85. doi: 10.1016/j.inhe.2011.09.006

5. Silva SR, Illarramendi X, Tempone AJ, Silva PH, Nery JA,
Monteiro AM, et al. Downregulation of PHEX in multibacillary leprosy
patients: observational cross-sectional study. [ Transl Med. (2015) 13:296.
doi: 10.1186/s12967-015-0651-5

6. Britton WJ, Lockwood DN. Leprosy. Lancer.
363:1209-19. doi: 10.1016/S0140-6736(04)15952-7

7. Ridley DS, Jopling WH. Classification of leprosy according to
immunity. A five-group system. Int | Lepr Other Mycobact Dis. (1966)
34:255-73.

8. World Health Organization (WHO). Guide to Eliminate Leprosy
as a Public Health Problem. 1st ed. Geneva: World Health Organization
(1995).

9. Boyd SD, Liu Y, Wang C, Martin V, Dunn-Walters DK. Human
lymphocyte repertoires in ageing. Curr Opin Immunol. (2013) 25:511-5.
doi: 10.1016/}.c0i.2013.07.007

10. Fulsp T, Larbi A, Pawelec G. Human T cell aging and the
impact of persistent viral infections. Front Immunol. (2013) 4:271. doi:
10.3389/fimmu.2013.00271

11. Goronzy 17, Fang F, Cavanagh
MM, Qi Q, Weyand CM. Naive T cell maintenance and function in
aging.  J (2015) 194:4073-80. doi:
10.4049/jimmunol.1500046

12. Carvalho JC, Aratjo MG, Coelho-Dos-Reis JGA, Peruhype-
Magalhides V, Alvares CC, Moreira ML, et al. Phenotypic and functional
features of innate and adaptive immunity as putative biomarkers for
clinical status and leprosy reactions. Microb Pathog. (2018) 125:230-9. doi:
10.1016/j.micpath.2018.09.011

13. Silva PHL, Santos LN, Mendes MA, Nery JAC, Sarno EN, EsquenaziD.
Involvement of TNF-Producing CD8+ effector memory T cells with

(2004)

human Immunol.

immunopathogenesis of erythema nodosum leprosum in leprosy patients.
Am ] Trop Med Hyg. (2019) 100:377-85. doi: 10.4269/ajtmh. 18-0517

14. Vallejo AN, Brandes JC, Weyand CM, Goronzy JJ. Modulation
of CD28 expression: distinct regulatory pathways during activation and
replicative senescence. / Immunol. (1999) 162:6572-9.

15. Esensten JH, Helou YA, Chopra G, Weiss A, Blu
estone JA. CD28 costimulation: from mechanism to therapy
Immunity. 2016 44:973-88. doi: 10.1016/j.immuni.2016
04.020

16. Bour-Jordan H, Esensten JH, Martinez-Llordella M, Penaranda

C, Stumpf M, Bluestone JA. Intrinsic and extrinsic control of peripheral T-
cell tolerance by costimulatory molecules of the CD28/ B7 family. Immunol
Rev. (2011) 241:180-205. doi: 10.1111/§.1600-065X.2011.01011.x

17. Huftf WX, Kwon JH, Henriquez M, Fetcko K, Dey M. The
evolving role of CD8+CD28- immunosenescent T cells in cancer
immunology. Int ] Mol Sci. (2019) 20:2810. doi: 10.3390/ijms20112810

18. Pera A, Caserta S, Albanese F, Blowers P, Morrow G, Terrazzini
N, et al. CD28null pro-atherogenic CD4 T-cells explain the link between

CMV infection and an increased risk of cardiovascular death. Theranostics.
(2018) 8:4509-4519. doi: 10.7150/thno.27428

19. Teteloshvili N, Dekkema G, Boots AM,
Heeringa P, Jellema P, de Jong D, et
al. Involvement of MicroRNAs in the aging-related decline of CD28
expression by human T cells. Front Immunol. (2018) 9:1400. doi:
10.3389/fimmu.2018.01400

* 34

20. Liu Z, Tugulea S, Cortesini R, Suciu-Foca N. Specific suppression
of T helper alloreactivity by allo-MHC class I-restricted CD8+CD28- T cells. /nz
Immunol. (1998) 10:775-83. doi: 10.1093/intimm/10.6.775

21. Chen X, Liu Q, Xiang AP. CD8+CD28- T cells: not only age-
related cells but a subset of regulatory T cells. Cell Mol Immunol. (2018)
15:734-6. doi: 10.1038/cmi.2017.153

22. Liu Q, Zheng H, Chen X, Peng Y, Huang W, Li X, et al. Human
mesenchymal stromal cells enhance the immunomodulatory function of
CD8(+)CD28(-) regulatory T cells. Cell Mol Immunol. (2015) 12:708-18. doi:
10.1038/cmi.2014.118

23. Reiser ], Banerjee A. Effector, memory, and dysfunctional CD8(+)
T cell fates in the antitumor immune response. / Immunol Res. (2016)
2016:8941260. doi: 10.1155/2016/8941260

24, Sridevi K, Neena K, Chitralekha KT, Arif AK, Tomar D, Rao DN.
Expression of costimulatory molecules (CD80, CD86, CD28, CD152),
accessory molecules (TCR alphabeta, TCR gammadelta) and T cell lineage
molecules (CD4+, CD8+) in PBMC of leprosy patients using Mycobacterium
leprae antigen (MLCW A) with murabutide and T cell peptide of T rat protein.
Int Immunopharmacol. (2004) 4:1-4. doi: 10.1016/j.intimp.2003.09.001

25. Palermo Mde L, Trindade MA, Duarte AJ, Cacere CR, Benard G.
Differential expression of the costimulatory molecules CD86, CD28, CD152
and PD-1 correlates with the host-parasite outcome in leprosy. Mem Inst

Oswaldo  Cruz.  (2012)  107(Suppl.1):167-73.  doi:  10.1590/S0074-
02762012000900024
26. Dagur PK, Sharma B, Kumar G, Khan NA, Katoch VM, Sengupta

U, et al. Mycobacterial antigen(s) induce anergy by altering TCR- and
TCR/CD28- induced signalling events: insights into T-cell unresponsiveness in
leprosy. Mol (2010) 47:943-52. doi:
10.1016/j.molimm.2009.11.009

27. Guerreiro LTA, Robottom-Ferreira AB, Ribeiro-Alves M, Toledo-
Pinto TG, Rosa Brito T, Rosa PS, et al. Gene expression profiling specifies
chemokine, mitochondrial and lipid metabolism signatures in leprosy. PLoS
ONE. (2013) 8:e64748. doi: 10.1371/journal.pone.0064748

28. Ramakers C, Ruijter JM, Lekanne Deprez RH, Moorman AFM.
Assumption- free analysis of quantitative real-time PCR data. Nexrosci Lett.
(2003) 339:62-6. doi: 10.1016/50304-3940(02)01423-4

29. Ruijter JM, Ramakers C, Hoogaars W, Bakker O, van den Hoft
MJB, Karlen Y, et al. Amplification efficiency: linking baseline and bias
in the analysis of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res. (2009) 37:e45. doi:
10.1093/nar/gkp045

30. Rutledge R, Stewart D. A kinetic-based sigmoidal model for the
polymerase chain reaction and its application to high-capacity absolute
quantitative real-time PCR. BMC Biotechnology. (2008) 8:47. doi:
10.1186/1472-6750-8-47

32. Pfaftl, MW. A new mathematical model for relative quantification
in real-time RT-PCR. Nucleic Acids Res. (2001) 29:e4S5. doi:
10.1093/nar/29.9.e45

33. Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Van Roy N, De
Paepe A, et al. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data

Immunol.

by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol. (2002)

* 3:34. doi: 10.1186/gb-2002-3-7-research0034

Perkins JR, Dawes JM, Orengo C, McMahon SB, Bennett DL,
Kohl M. ReadqPCR and NormqPCR: R packages for the reading, quality
checking and normalisation of RT-qPCR quantification cycle (Cq) data. BMC
Genomics. (2012) 13:296. doi: 10.1186/1471-2164-13-296

35. McElhaney JE,
Effros RB. Immunosenescence: what does it mean to health outcomes in
older adults?  Curr  Opin  Immunol.  (2009)  4:418-24.  doi:
10.1016/}.c0i.2009.05.023

36. Hakim FT, Gress RE. Immunosenescence: deficits in

adaptive immunity in the elderly. Tissue Antigens. (2007)70:179-89. doi:
10.1111/4.1399-0039.2007.00891.x

37. Cunha LL, Perazzio SF, Azzi J, Cravedi P, Riella LV. Remodeling
of the immune response with aging: immunosenescence and its potential impact
(2020) 11:1748. doi

on COVID-19 immune response. Front Immunol.
10.3389/fimmu.2020.01748

38. Oliveira JSS, Reis ALMD, Margalho LP, Lopes GL, Silva ARD,
Moraes NS, et al. Leprosy in elderly people and the profile of a retrospective
cohort in an endemic region of the Brazilian Amazon. PLoS Negl Trop Dis.

(2019) 13:¢0007709. doi: 10.1371/journal.pntd.0007709

83


https://doi.org/10.1128/CMR.19.2.338-381.2006
https://doi.org/10.1590/S0074-02762012000900006
https://doi.org/10.1016/j.clindermatol.2014.07.008
https://doi.org/10.1016/j.inhe.2011.09.006
https://doi.org/10.1186/s12967-015-0651-5
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(04)15952-7
https://doi.org/10.1016/j.coi.2013.07.007
https://doi.org/10.3389/fimmu.2013.00271
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1500046
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2018.09.011
https://doi.org/10.4269/ajtmh.18-0517
https://doi.org/10.4269/ajtmh.18-0517
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2016.04.020
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2016.04.020
https://doi.org/10.1111/j.1600-065X.2011.01011.x
https://doi.org/10.3390/ijms20112810
https://doi.org/10.7150/thno.27428
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01400
https://doi.org/10.1093/intimm/10.6.775
https://doi.org/10.1038/cmi.2017.153
https://doi.org/10.1038/cmi.2014.118
https://doi.org/10.1155/2016/8941260
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2003.09.001
https://doi.org/10.1590/S0074-02762012000900024
https://doi.org/10.1590/S0074-02762012000900024
https://doi.org/10.1016/j.molimm.2009.11.009
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0064748
https://doi.org/10.1016/S0304-3940(02)01423-4
https://doi.org/10.1093/nar/gkp045
https://doi.org/10.1186/1472-6750-8-47
https://doi.org/10.1093/nar/29.9.e45
https://doi.org/10.1186/gb-2002-3-7-research0034
https://doi.org/10.1186/1471-2164-13-296
https://doi.org/10.1016/j.coi.2009.05.023
https://doi.org/10.1111/j.1399-0039.2007.00891.x
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01748
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007709

39. Nobre ML, Illarramendi X, Dupnik KM, Hacker MA,
Nery JA, Jerénimo SM, et al. Multibacillary leprosy by population groups
in Brazil: Lessons from an observational study. PLoS Negl Trop Dis. (2017)

11:¢0005364. doi: 10.1371/journal.pntd.0005364

40. Matos TS, Carmo RFD, Santos FGB, Souza CD

F. Leprosyin the elderly population and the occurrence of physical y

disabilities: is there cause for concern? Ann Bras Dermatol. (2019) 94:243-5.
doi: 10.1590/abd1806-4841.20198067

41. Snider H, Lezama-Davila C, Alexander J, Satoskar AR. Sex
hormones and modulation of immunity against leishmaniasis.
Neuroimmunomodulation. (2009) 16:106-13. doi: 10.1159/000180265

42, Bini EI, Mata Espinosa D, Marquina Castillo B, Barrios Payin ],
Colucci D, Cruz AF, et al. The influence of sex steroid hormones in the
immunopathology of experimental pulmonary tuberculosis. PLoS ONE.
(2014) 9:¢93831. doi: 10.1371/journal.pone.0093831

43. Pinzan CF, Ruas LP, Casabona-Fortunato AS, Carvalho FC,
Roque- Barreira MC. Immunological basis for the gender differences in
murine Paracoccidioides brasiliensis infection. PLoS ONE. (2010) 5:¢10757.
doi: 10.1371/journal.pone.0010757

44, Gupta S, Bi R, Su K, Yel L, Chiplunkar S Gollapudi S.
Characterization of naive, memory and effector CD8+ T cells: effect of age.
Exp Gerontol. (2004) 4:545-50. doi: 10.1016/j.exger.2003.08.013

45, Effros RB, Boucher N, Porter V, Zhu X, Spaulding C, Walford
RL, et al. Decline in CD28+ T cells in centenarians and in long-term T cell
cultures: a possible cause for both in vivo and 7z vitro immunosenescence. Fxp
Gerontol. (1994) 29:601-9. doi: 10.1016/0531-5565(94)90073-6

46. McKinney EF, Cuthbertson I, Harris KM, Smilek DE
, Connor C, Manferrari G, et al. A CD8+ NK cell transcriptomic
signature  associated  with  clinical  outcome  in  relapsing
remitting multiple  sclerosis.  Naz  Commun. (2021)  12:635. doi:

10.1038/s41467-020-20594-2

47. Sadhu S, Mitra DK. Emerging concepts of adaptive immunity in
leprosy. Front Immunol. (2018) 9:604. doi: 10.3389/fimmu.2018.00604

48. Vlad G, Cortesini R, Suciu-Foca N. License to heal: bidirectional
interaction of antigen-specific regulatory T cells and tolerogenic APC. J
Immunol. (2005) 174:5907-14. doi: 10.4049/jimmunol.174.10.5907

49. Reker-Hadrup S, Strindhall J, Kollgaard T, Seremet T,
Johansson B, Pawelec G, et al. Longitudinal studies of clonally expanded CD8

T cells reveal a repertoire shrinkage predicting mortality and increased
number of dysfunctional cytomegalovirus-specific T cells in the elderly. /
Immunol. (2006) 176:2645-53. doi: 10.4049/jimmunol.176.4.2645

50. Wikby A, Mansson IA, Johansson B, Strindhall J, Nilsson SE.
The immune risk profile is associated with age and gender: findings from
three Swedish population studies of individuals 20-100 years of age.
Biogerontology. (2008) 9:299-308. doi: 10.1007/510522-008-9138-6

51. Derhovanessian E, Larbi A, Pawelec G. Biomarkers of

human immunosenescence: impact of

Cytomegalovirus infection. Curr Opin
Immaunol. (2009) 21:440-5. doi:

10.1016/}.c0i.2009.05.012
52. Schwanninger A, Weinberger B, Weiskopf D, Herndler-

Brandstetter D, Reitinger S, Gassner C, et al. Age-related appearance of a
CMV-specific high- avidity CD8+ T cell clonotype which does not occur in
young adults. Immun Ageing. (2008) 5:14. doi: 10.1186/1742-4933-5-14

53. Nikolich-Zugich J. Ageing and life-long maintenance of T-cell
subsets in the face of latent persistent infections. Naz Rev Immaunol. (2008)
8:512-22. doi: 10.1038/nri2318

54. Tsaknaridis L, Spencer L, Culbertson N, Hicks K, LaTocha D,
Chou YK, et al. Functional assay for human CD4+CD25+ Treg cells reveals
an age-dependent loss of suppressive activity. / Nexrosci Res. (2003) 74:296—

308. doi: 10.1002/jnr.10766

55. Lages CS,
Suffia I, Velilla PA, Huang B, Warshaw G, Hildeman
DA, et al. Functional regulatory T cells accumulate in aged

hosts  and  promote chronic infectious disease  reactivation.
181:1835-48. i

Immunol. doi:  10.4049/jimmunol.181.

56. Graydon CG, Balasko AL, Fowke KR. Roles, function
and relevance of LAG3 in HIV infection. PLoS  Pathog.  (2019)

15:¢1007429. doi: 10.1371/journal.ppat. 1007429

57. Do JS, Visperas A, Sanogo YO, Bechtel J], Dvorina N, Kim S, et al.
An IL- 27/Lag3 axis enhances Foxp3+ regulatory T cell-suppressive function
and therapeutic efficacy. Mucosal Immunol. (2016) 9:137-45. doi: 10.1038/mi.
2015.45

58. Huang CT, Workman CJ, Flies D, Pan X, Marson
AL, Zhou G, et al. Role of LAG-3 in regulatory T cells.
mmunit 2004 21:503-13.  doi:  10.1016/j.immuni.2004. 08.010

59. Chaves AT, Ribeiro-Junior AF, Lyon S, Medeiros NI, Cassirer-
Costa F, Paula KS, et al. Regulatory T cells: Friends or foe in human
Mycobacterium leprae infection? Immunobiology. (2018) 223:397-404. doi:
10.1016/j.imbio.2017. 11.002

60. Nguyen LT, Ohashi PS. Clinical blockade of PD1 and LAG3-
potential mechanisms of action. Nat Rev Immunol. (2015) 15:45-56. doi:
10.1038/ nri3790

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in
the absence of any commercial or financial relationships that could be
construed as a potential conflict of interest.

Citation: da Silva PHL, de Castro KKG, Mendes MA, Leal-Calvo T, Leal

JMP, Nery JAdC, Sarno EN, Lourengo RA, Moraes MO, Lara FA and
Esquenazi D (2021) Presence of Senescent and Memory CD8+ Leukocytes as
Immaunocenescence Markers in Skin Lesions of Elderly Leprosy Patients. Front.
Immunol. 12:647385. doi: 10.3389/fimmu.2021.647385

Copyright © 2021 da Silva, de Castro, Mendes, Leal-Calvo, Leal, Nery, Sarno,
Lourengo, Moraes, Lara and Esquenazi. This is an open-access article distributed
under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use,
distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the original
author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original publication
in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

84


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005364
https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20198067
https://doi.org/10.1159/000180265
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0093831
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0010757
https://doi.org/10.1016/j.exger.2003.08.013
https://doi.org/10.1016/0531-5565(94)90073-6
https://doi.org/10.1038/s41467-020-20594-2
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00604~
https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.10.5907
https://doi.org/10.4049/jimmunol.176.4.2645
https://doi.org/10.1007/s10522-008-9138-6
https://doi.org/10.1016/j.coi.2009.05.012
https://doi.org/10.1186/1742-4933-5-14
https://doi.org/10.1038/nri2318
https://doi.org/10.1002/jnr.10766
https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.3.1835
https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.3.1835
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007429
https://doi.org/10.1038/mi.2015.45
https://doi.org/10.1038/mi.2015.45
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2004.08.010
https://doi.org/10.1016/j.imbio.2017.11.002
https://doi.org/10.1016/j.imbio.2017.11.002
https://doi.org/10.1038/nri3790
https://doi.org/10.1038/nri3790
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.647385
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

PDCD1LGT

PDCD1LG2

Supplementary Figure 1. PD-1 ligands gene expression in blood and skin lesion
samples. Expression of PDCD1LG1 gene on (A) whole blood samples and (B) skin samples,
and PDCD1LG2 gene on (C) whole blood samples and (D) skin specimens. The results of
gene expression of these PD-1 ligands are represented in normalized expression values. In
the whole blood, the analysis was performed by Bio mark's microfluidic-based gPCR
technology and in the cutaneous fragments, analysiswas performed by RT-qgPCR. Each circle
represents an individual, and horizontal bars indicate the mean. Kruskal-Wallis test with
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Dunn's multiple comparison test correction was used to compare the groups.
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Table S1: Oligonucleotides used in the study.

Gene Official full name Sequence 5" > 3' Gene bank
PDCD1 Programmed cell death 1 Fwd - GCACGAGGGACAATAGGAGC NM_005018.3
Rev - ATAGTCCACAGAGAACACAGGC
PDCD1LG1 Programmed cell death 1 Fwd - AGGGAGAATGATGGATGTGAA NM_014143.4
ligand 1 Rev - CGTCTCCTCCAAATGTGTATCA
PDCD1LG2 Programmed cell death 1 Fwd - TTCACCAGATAGCAGCTTTATTCA NM_025239.4
ligand 2 Rev - GCTCCAAGGTTCACATGACTTC
LAG3 Lymphocyte activating 3 Fwd - CACCTCCTGCTGTTTCTCATC NM_002286.6
Rev - GTCTTGGTCGCCACTGTCTT
CD28 CD28 molecule Fwd - NM_006139.4
TTAGCTGCAAGTATTCCTACAATCTC
Rev - AGCACTATCCAGTCCTTTGTGAAG
RPL13 Ribosomal protein L13 Fwd - GACAAGAAAAAGCGGATGGT NM_000977.4
Rev - GTACTTCCAGCCAACCTCGT
RPS16 Ribosomal protein S16 Fwd - GCGCACGCTACAGTACAAG NM_001020.6
Rev - AGATGGACTGACGGATAGCATA
RPL35 Ribosomal protein L35 Fwd - CGAGTCGTCCGGAAATCCAT NM_007209.4

Rev - GGCTTGTACTTCTTGCCCTTG

Fwd, forward primer; Rev, reverse primer.
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5 - DISCUSSAO

Nesta secdo da presente tese de doutorado serdo discutidos, de forma
integrada, os resultados obtidos e descritos nos artigos 1 e 2 que foram apresentados
anteriormente.

Tendo em vista que o M. leprae pode infectar uma grande quantidade de
pessoas e que apenas uma minoria desenvolve sinais e sintomas da doenca, 0s
fatores para o inicio da Hanseniase somente nas fases mais tardias da vida, em
individuos que habitam areas endémicas, podem estar associados a alteracdes
relacionadas a idade, como o0 aumento progressivo no estresse oxidativo e a
imunosenescéncia. Essa indagacao torna-se ainda mais relevante considerando as
tendéncias epidemioldgicas de aumento da deteccdo da doenca na populacdo acima
de 60 anos e estabilizacdo dos casos na faixa etaria de 15 a 60 anos (Nobre et al.,
2017; Oliveira et al., 2019). Dessa forma, a presente tese traz dados de uma
investigacdo que buscou analisar possiveis alteracbes de parametros ligados a
Imunossenescéncia e ao estresse oxidativo em pacientes idosos, comparando-0s com
pacientes jovens e individuos idosos e jovens sem Hanseniase.

O estudo desenvolveu-se a partir de amostras de sangue periférico e lesao de
pele de pacientes com hanseniase das formas PB e MB, divididos de acordo com a
idade: jovens (20 a 40 anos) e idosos (acima de 60 anos). Embora todos os pacientes
acompanhados no Ambulatério Sousa Araujo, parte integrante do Laboratério de
Hanseniase, tenham recebido o diagndéstico da doenca de acordo com o espectro de
formas clinicas da classificacdo de Ridley e Jopling, os pacientes TT e BT foram
analisados em conjunto como pertencentes as formas PB, e, da mesma forma, os
pacientes BL e LL foram agrupados como MB. Além disso, amostras de sangue
periférico de individuos saudaveis foram incluidas no estudo como parametro de
controle dos experimentos. Assim como 0s pacientes, os voluntarios saudaveis
também foram divididos em dois grupos em funcédo da idade: jovens (20 — 40 anos) e
idosos (maiores de 60 anos).

Quantos aos aspectos clinicos e demogréaficos dos individuos incluidos neste
estudo, destacou-se a maior frequéncia de homens idosos nas formas MB, assim
como a maior frequéncia de GI2 nos pacientes idosos MB, fato acompanhado pelo
menor grau de escolaridade nos pacientes idosos.

Estudos anteriores ja demonstraram que homens idosos tém maiores riscos de
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desenvolverem as formas BL e LL da Hanseniase quando comparados as mulheres
(Nobre et al., 2017; Oliveira et al., 2019). Ndo ha um consenso sobre os fatores que
geram essa masculinizagdo dos casos MB em idosos, entretanto, algumas hipoteses
ja foram levantadas, e entre elas esta a influéncia dos horménios esteroides sexuais
na resposta imune. Tendo em vista que as formas MB sao caracterizadas pela menor
resposta imune do tipo Tl ao M. leprae e que a interagéo da testosterona com seus
receptores nos linfocitos T CD4* inibe a diferenciacéo dessas células para o fenotipo
Tul (Kissick et al., 2014), pode-se considerar a participagdo dos hormonios sexuais
na diferenciacdo das formas clinicas na Hanseniase (Nobre et al., 2017).

Outro aspecto clinico em destaque foi o Gl2, verificado em maior frequéncia
nos pacientes MB, sobretudo nos idosos. As incapacidades fisicas causadas pela
Hanseniase sao resultantes, essencialmente, dos danos em nervos que passam pela
face, bracos e pernas (Ministério da Saude, 2001). O grau dois € identificado quando
h& deformidades visiveis nas maos, pés ou olhos, ou deficiéncia visual grave. O
estudo de Nobre e colaboradores demonstrou que o GI2 esté ligado a Hanseniase
MB, além disso, pode ser considerado um preditor da demora do diagndstico (Srinivas
et al., 2019).

Embora o diagndstico precoce esteja associado a um menor Gl, o tempo para
o diagnéstico foi bastante semelhante entre os grupos estudados: por volta de 11
meses. Outro fator que nao esteve relacionado a demora para o diagnoéstico foi o grau
de escolaridade. Como ja esperado, devido aos projetos recentes de universalizacao
da educacao bésica, os pacientes jovens estudaram por mais tempo que 0s pacientes
idosos. Entretanto, isso parece ndo interferir no tempo para diagnéstico. Outros
fatores como equidade de acesso a saude publica e qualificacdo dos médicos da
saude da familia devem ser considerados (Avancini et al., 2019).

Inicialmente, este trabalho dedicou-se a entender a variacdo do dano causado
pelas EROs entre os pacientes e individuos ndo hansenianos e a influéncia da idade
nesse contexto. Sabe-se que o declinio das func¢des fisiolégicas em idosos esta ligado
ao enfraquecimento do sistema antioxidante, que é potencializado pelo acumulo do
dano oxidativo durante a vida (Pomatto & Davies, 2018; Aiello et al., 2019). Além disso,
a ativacdo e proliferacdo das subpopulacbes de linfécitos T é prejudicada pelas
espécies reativas de oxigénio tendo em vista que estas podem causar alteraces na
estrutura proteica na cadeia { (zeta) do complexo receptor antigénico da célula T
(Cemerski et al., 2003).
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Dessa forma, o presente trabalho avaliou o estresse oxidativo nos individuos
por meio do dano molecular e tecidual a partir do 4-HNE (nas amostras de lesdo de
pele) e a concentragcéo de proteinas de proteinas carboniladas (no soro). A avaliacao
desses marcadores mostrou que ambos estavam em niveis maiores nos pacientes
idosos em comparagao com 0s pacientes jovens, sobretudo nos pacientes idosos MB.

Outro ponto que mereceu destaque, foi a associacdo entre a eliminacdo do
bacilo durante e apos a PQT e o aumento do estresse oxidativo, observado somente
nos pacientes MB idosos. Esses dados em conjunto mostram que, embora o M. leprae
aumente a expressdao de EROs nos pacientes MB jovens, por meio da expressao
aumentada de NOX2, estes pacientes controlam o dano oxidativo, considerando que
h&a um aumento na expressdo de enzimas que compdem o0 sistema antioxidante. E,
com a progressiva eliminacdo dos bacilos ao longo da administracdo da PQT, os
niveis de proteinas carboniladas aumentaram. Desta forma, podemos afirmar, pelo
menos em tese, que o M. leprae por mais que induza uma resposta inflamatoria
potencializadora da sintese de EROs, é capaz de induzir o sistema antioxidante e,
portanto, constituir um microambiente permissivo para sua proliferagao.

A capacidade do M. leprae de aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes
ja foi demonstrada em outros trabalhos. Utilizando o modelo in vitro com cultura de
células de Schwann, um elegante estudo brasileiro mostrou que o patdégeno € capaz
de reduzir o estresse oxidativo, aumentando a atividade enzimatica da GR e reduzindo
a atividade mitocondrial, a maior fonte de EROs (Medeiros et al., 2016). A regulacéo
aumentada da GR e a menor producéo de EROs na fosforilagdo oxidativa € essencial
para a composicdo de um microambiente ideal para a sobrevivéncia e proliferacéo do
M. leprae. Diferente do M. tuberculosis, o M. leprae possui diversas delecbes em
genes como furA e katG que sdo essenciais para a neutralizacdo de certas EROs,
como o superoxido (Zahrt & Deretic, 2002). Portanto, o M. tuberculosis pode ser
menos suscetivel aos EROs que o agente etioldgico da Hanseniase.

Em nosso modelo de estudo, as enzimas SOD1, SOD2 e GPX1 apresentaram
a expressdo génica na lesdo de pele aumentada em pacientes MB jovens em
comparacao com os idosos das mesmas formas clinicas. A comparacao da expressao
génica dessas enzimas nos pacientes PB ndo apresentou diferenca em funcédo da
idade. Embora o aumento da expressdo dessas enzimas antioxidantes esteja
relacionado com a maior carga bacilar, e, tendo em vista a maior expressao nos jovens

MB do que nos jovens PB, o dano oxidativo, medido pelos niveis de proteinas
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carboniladas, ndo parece ser diretamente proporcional ao 1B, mas apenas ligada ao
processo de envelhecimento, como demonstrou a andlise GLM (modelo linear geral).
Ou seja, em pacientes MB, a medida que a idade avancou, menor foi a expresséo de
enzimas antioxidantes e maior foi o dano oxidativo observado por nos.

Ainda no contexto do dano oxidativo estimado pela presenca do 4-HNE nas
lesbes cutaneas, os pacientes idosos, MB ou PB, exibiram niveis maiores quando
comparados aos pacientes jovens, independente da forma da doenca. Devido as duas
caracteristicas quimicas, o 4-HNE é bastante estavel e consegue fluir no interior e
para fora da célula (Meagher & FitzGerald, 2000).

Dessa forma, nossos resultados apontaram que a marcacao do 4-HNE ocorreu
ao redor das células e/ou no interior delas e, no infiltrado inflamatorio das lesdes de
pele dos pacientes idosos, sobretudo, ao redor ou no interior dos linfécitos T de
memoria (CD8*CD45R0"), células que ja estdo em maior frequéncia nos tecidos de
individuos idosos (Boyd et al., 2013). Naturalmente, a capacidade de resposta desses
linfécitos T de memoria nos idosos € baixa, devido ao longo historico replicativo
dessas células e alteracéo dos padrdes de expressao génica (Cao et al., 2010). Neste
caso, o estudo ainda mostrou que essa capacidade de resposta pode estar ainda mais
reduzida em funcéo da presenca do dano oxidativo que contribui para a anergia e/ou
hiporresponsividade dessas células (Cemerski et al., 2003). Nesse sentido, o 4-HNE
pode agravar a inflamacao na lesdo de pele, ao passo que esse lipidio peroxidado
pode ativar a via de sinalizacdo do NF-KB e da ciclo-oxigenase-2 (Zhang & Forman,
2017; Uchida, 2017).

Ainda em relacdo ao estresse oxidativo, nosso grupo buscou investigar
alteracOes relacionadas ao perfil lipidico que pudessem estar ligadas a este aspecto.
Ja foi demonstrado que ocorre uma alteracdo do perfil lipidico em pacientes com
Hanseniase, sobretudo nos MB, nos quais é possivel verificar acumulo de lipidios em
células de Schwann e macréfagos (Mattos et al., 2010; Mattos et al., 2011). Esse
acumulo esté relacionado as modificacfes estruturais nas moléculas de HDL que
perdem sua capacidade anti-inflamatoria, antioxidante e de transporte de colesterol
(Lemes et al., 2020). A partir dai, foi feito uma andlise do perfil lipidico dos grupos
estudados, porém ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos de
pacientes jovens e idosos com as mesmas formas clinicas.

Também nao foi verificado os niveis reduzidos de HDL nos pacientes MB em

relacdo aos voluntarios sadios, como verificado por Lemes e colaboradores.
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Entretanto, ndo descartamos a hipdtese que alteragcfes estruturais na molécula de
HDL em pacientes idosos com Hanseniase, principalmente os MB, possam estar
associadas ao aumento do estresse oxidativo.

Assim, tendo em vista o verificado aumento do dano oxidativo em pacientes
idosos com Hanseniase comparados aos pacientes jovens, é possivel que a co-
suplementacdo de componentes ndo enzimaticos do sistema antioxidante durante o
curso da doenca nos pacientes idosos em conjunto com a PQT traga beneficios. Estes
componentes podem contribuir para neutralizagdo das EROSs, reduzindo ndo sé o
dano oxidativo, mas também minimizando os efeitos do estresse oxidativo na resposta
imune mediada por células, além de reduzir danos teciduais gerados pela
exacerbacdo da inflamacéo, considerando que tanto as EROs, quanto algumas
moléculas oxidadas tém o efeito de ativar vias pré-inflamatorias, entre elas a do NF-
KB.

Estudos prévios ja demonstraram um efeito positivo na reducdo do dano
oxidativo em condi¢cBes de suplementacdo de zinco (Mathur et al., 1984), vitamina E
(Vijayaraghavan et al., 2005) e acido ascorbico (Prabhakar et al., 2013). Embora os
estudos citados anteriormente ndo tenham sido feitos em pacientes idosos, o efeito
esperado, a reducao do dano oxidativo, pode ocorrer da mesma forma.

Como ja abordado anteriormente, diversas alteracbes relacionadas ao
envelhecimento ocorrem no sistema imune, e entre elas destacam-se o acumulo de
linfécitos T CD8* de memodria, a menor frequéncia de linfécitos T naive e da expressao
de CD28 (Pawelec, 2017). Essas alteracBes além de comprometerem a resposta
vacinal, também aumentam a suscetibilidade as doencas infecciosas (Weinberger et
al., 2008).

Os achados desse trabalho demonstram que ha uma frequéncia aumentada de
linfécitos T CD8* de memoria em lesdes de pele de pacientes idosos, 0 que corrobora
com as evidéncias que demonstraram aumento dessa subpopulacéo celular durante
o envelhecimento (Gupta et al., 2004; Boyd et al., 2013). Por mais que os linfécitos T
citotoxicos sejam essenciais para a eliminacdo do M. leprae, a subpopulacéo
CD8*CD45R0O* em idosos pode exibir reducdo da ativacdo e proliferacdo devido a
baixa expressdo de CD28, também verificada neste trabalho, e em func¢éo do longo
histérico replicativo.

N&o obstante, os dados acima estéo correlacionados com a exposi¢ao a certos

patogenos durante a vida, como ao CMV. A acumulacdo desses linfécitos T de
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memoaria durante o envelhecimento esta fortemente associada aos titulos de IgG anti-
CMV (Fulop et al., 2013).

Como ja esperado, a maior parte dos individuos estudados apresentou
resultado positivo IgG anti-CMV analisada no soro. Entretanto, os maiores titulos de
anticorpos e a maior frequéncia de individuos positivos observada ocorreu nos
pacientes idosos. Ja no grupo de pacientes no qual foi verificado niveis maiores de
anticorpos anti-CMV, os idosos PB, também foi verificado menor frequéncia de células
CD8*CD28*. Este dado estd em concordancia com outros trabalhos que evidenciaram
a relacédo entre a infeccdo subclinica latente causada pelo CMV e as alteragfes
imunolégicas ligadas ao envelhecimento, como o acumulo de células CD8* de
memoaria que ndo expressam CD28 (Derhovanessian et al., 2011; Derhovanessian et
al., 2013).

As células senescentes (CD8*CD28’) apresentam caracteristicas como
reducdo dos teldmeros que compromete diretamente sua proliferacdo frente a um
determinado estimulo (Plunkett et al., 2007; Henson et al., 2009). Além disso, essas
células tém seu processo de ativacdo drasticamente comprometido em funcdo da
baixa ou ndo expressao do CD28. Nosso trabalho demonstrou que os pacientes
idosos apresentaram niveis maiores dessas células senescentes nas lesées de pele
comparado aos pacientes jovens.

A alta frequéncia dessas células hiporrespondedoras compromete a eliminagao
do patégeno, sobretudo dos patdégenos intracelulares, como o M. leprae. Nao s6 isso,
essas células senescentes podem agravar o quadro das lesGes de pele, tendo em
vista que elas exibem o fenotipo SASP, contribuindo para a exacerbacéo da resposta
inflamatoria nos tecidos (Callender et al., 2018). E valido ressaltar que nas lesées de
pele desses pacientes idosos também foram encontrados altos niveis de 4-HNE que
também tem acao de potencializar a resposta inflamatéria, ao passo que promove a
ativacdo de vias como a do NF-KB e da COX-2 (Zhang & Forman, 2017; Uchida,
2017).

Os resultados indicam que os pacientes idosos com Hanseniase tém o acumulo
de células senescentes, mas que a exacerbacao da resposta imune no tecido, que é
mediada pelas células citadas anteriormente, tende a aumentar a frequéncia das
células senescentes num efeito em cascata. Uma possibilidade € que o aumento da
expressao de quimiocinas, caracteristica das células SASP, aumente o infiltrado

inflamatdério de fagécitos que expressam as enzimas do grupo NOX, que por sua vez
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produzem EROs. Ja foi demonstrado que essas espécies reativas induzem a
senescéncia de células vizinhas por meio da expresséo de p16INK4a e p53 (Zhou et
al., 2021; Prieur et al., 2011).

Embora observassemos menor frequéncia de células CD8* expressando CD28
em lesbes de pele de pacientes PB idosos em comparagao aos jovens das mesmas
formas clinicas, verificamos alteracéo a nivel molecular, na expresséao génica de CD28
apenas entre os pacientes MB. Isto €, houve menor expressdao do mRNA de CD28
nas lesdes de pele de pacientes MB idosos quando comparados aos pacientes MB
jovens. Assim sendo, sugerimos que a menor expressao de CD28, no caso dos
pacientes MB idosos, esteja relacionada aos linfocitos T CD4* e ndo aos CD8", que
foram o alvo deste estudo.

Ainda em relacdo a subpopulacdo celular CD8*CD28, ha trabalhos que
hipotetizam a acéo delas como linfécitos Treg (Niederlova et al., 2021). A capacidade
dessas células de suprimir a resposta imune, ou seja, dificultar a ativacdo e
proliferacéo de linfécitos T helper, foi documentada por diferentes mecanismos, como
a secrec¢ao de citocinas anti-inflamatorias, entre elas TGF- e IL-10, a expressao de
PD-1 e ligantes FasL (Liu et al., 1998; Chen et al., 2018). Além disso, as células
CD8*CD28 também podem reduzir a capacidade das células dendriticas e mondcitos
de apresentar antigenos derivados do M. leprae (Sadhu & Mitra, 2018). Os autores
anteriormente citados, as descrevem como linfocitos Treg.

Dessa forma, a partir desse achado, buscou-se avaliar a presenca de
marcadores gue estdo associados a supressao da resposta imune (PD-1, PD-L1, PD-
L2 e LAG3), a fim de demonstrar, ou nao, o perfil supressor nestes pacientes que
exibiram maior frequéncia dos linfocitos T CD8* ditos como reguladores.

Sabe-se que a medida que a idade avanca, ocorre um declinio da resposta
imune adaptativa em conjunto com um aumento da atividade da imunidade inata,
processo conhecido como inflammaging. Mas ainda ndo esta muito claro o que
provoca o declinio da imunidade adaptativa, embora alguns estudos apontem que este
fato poderia ser explicado pela acdo das Trg. Ha evidéncias que mostram uma
reducdo na atividade supressora das Treg (CD47CD25%) durante o envelhecimento
(Tsaknaridis et al., 2003). Outro grupo mostrou que a frequéncia de Treg N0 Sangue é
maior no idosos e que sua deplecdo melhora a atividade de linfécitos T CD4*
convencionais nesses individuos (Lages et al., 2008).

Nos individuos incluidos em nosso trabalho, a expresséao dos receptores PD-1
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e LAG3, relacionados aos mecanismos de supressao das células Treg, N0 parece
estar associada a idade em pacientes com Hanseniase. Nossos resultados mostraram
gue, independentemente da idade, os pacientes MB apresentam maiores niveis de
expressao desses dois receptores em amostras de pele do que os pacientes PB.
Dessa forma, esses resultados estdo de acordo com o fato de os pacientes MB
apresentarem um ambiente permissivo a proliferacdo do M. leprae, considerando o
elevado numero de bacilos em suas lesbes cutaneas.

Em contrapartida, os ligantes do receptor PD-1 nao exibiram diferengas
significativas nas suas expressdes génicas, seja em amostras de pele ou sangue,
entre os pacientes PB e MB, ou mesmo em funcédo da idade. Embora o foco do
presente trabalho ndo fosse investigar diferentes parametros relacionados as células
Treg Nestes grupos de pacientes, a avaliacdo destes receptores fez-se necessaria
devido a possivel atividade reguladora das células senescentes CD8*CD28
analisadas neste estudo.

Dessa forma, nossos dados sugerem que as mudancas relacionadas ao
envelhecimento, no contexto do estresse oxidativo e das subpopulacdes de células
CD8*, podem facilitar o aparecimento de sinais e sintomas da Hanseniase em idosos
expostos ao M. leprae. Assim, o aumento do dano oxidativo, o acumulo de linfocitos
T CD8* de memodria e a frequéncia reduzida de células CD8*CD28* em pacientes
idosos constituem alteragdes importantes do envelhecimento que comprometem a
ativagcdo de mecanismos de resisténcia contra o patégeno.

Nossa perspectiva € que em estudos futuros nosso grupo possa avaliar
especificamente a resposta das células senescentes, derivadas dos pacientes, quanto
a presenca de antigenos particulados oriundos do M. leprae, bem como do proprio
patégeno inteiro vivo. Essas andlises podem comprovar a hiporresponsividade da
subpopulagéo celular acima citada, quando comparada as células ndo senescentes,
bem como desvendar os mecanismos especificos que promovem a referida reducéo
de resposta imune dessas células no contexto da Hanseniase.

Estes dados podem fornecer ainda informacdes e perspectivas acerca das
implicacdes da imunosenescéncia na progressdao da doenca, que podem ser

estendidos a outros modelos de doencas infecciosas cronicas.

94



6 — CONCLUSOES

e Os pacientes idosos com Hanseniase, sejam PB ou MB, apresentaram dano
oxidativo aumentado em relagcdo aos pacientes jovens e voluntarios nao

hansenianos;

e Em pacientes jovens MB, o dano oxidativo aumentou com a reduc¢éo do Indice
Bacilar, IB, anos ap0s a alta da PQT. Este fato ndo ocorreu em pacientes idosos
MB, que mantiveram 0s niveis do dano oxidativo altos mesmo antes, durante

ou apés o tratamento;

e As andlises estatisticas de correlagdo realizadas demonstraram que existe uma
forte associacao entre o dano oxidativo e idade, mas que 0 mesmo nao ocorre

entre o dano oxidativo e o IB;

e Os pacientes jovens MB apresentaram capacidade aumentada de impedir o
dano oxidativo comparado aos idosos agrupados na mesma forma da
Hanseniase, pois apresentam niveis mais elevados de expressédo génica das
enzimas do sistema antioxidante, que sdo capazes de neutralizar as espécies
reativas de oxigénio. Ao mesmo tempo, os pacientes jovens MB demonstram
maior habilidade em eliminar o M. leprae em relacdo aos idosos MB, por

apresentarem maior expressao génica de NOX2;

e Tanto os pacientes idosos MB quanto os PB apresentaram acumulo de
linfécitos T CD8* de memdria nas lesbes de pele, sendo este acumulo um

importante marcador de imunosenescéncia;

e Pacientes idosos PB apresentaram frequéncia menor das células CD8*CD28*,
gue desempenham papel efetor como observado nas lesdes cutaneas, quando
comparados aos jovens agrupados com a mesma forma da doenca. Este fato

pode estar ligado a infeccdo latente pelo CMV, cujos titulos de anticorpos

especificos séricos foram maiores nos proprios idosos PB,;

e A expressdo dos receptores PD-1 e LAG3, foi maior nos pacientes MB em
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relacdo aos PB, entretanto, ndo observamos relacdo com o processo de

envelhecimento nos mesmos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagdo entre a associagdo da patogénese da Hanseniase em idosos e aspectos
de imunossenescéncia, estresse oxidativo, modulagéo autofagica e expresséo génica.

Pesquisador: Danuza Esquenazi

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 27052919.0.0000.5248

Instituigao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.827.448

Apresentacao do Projeto:

A Hanseniase é caracterizada por um amplo espectro de formas clinicas determinado de acordo com a
resposta imune do hospedeiro frente ao Mycobacterium leprae (ML). Normalmente, o diagnéstico da doenga
ocorre entre a segunda e quarta décadas de vida, entretanto, casos de Hanseniase na terceira idade tem
sido mais frequentes em nosso pais. Ainda ndo esta claro que fatores levam ao desencadeamento da
doenga em idosos, visto que a maior parte da destes individuos reside por toda a vida em area endémica e
que, a priori, a vulnerabilidade & Hanseniase tem determinagédo genética. Levando em consideragéo as
alteragdes relacionadas ao estresse oxidativo, consequente indugdo de autofagia, e ao sistema imune
durante o envelhecimento, o ML pode encontrar situagéo favoravel para sua multiplicagédo e o consequente
desenvolvimento de sinais e sintomas da doenga nesta etapa da vida. Ou seja: as consequéncias do
aumento das concentragdes das espécies reativas do oxigénio e a eficacia reduzida da imunidade podem se
associar a susceptibilidade genética da doenca, levando ao aparecimento da Hanseniase em idosos.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar, em idosos portadores de hanseniase, a possivel associagédo entre a expressao de genes

Endereco: Av. Brasil 4036, sala 705 (Campus Expansé&o)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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relacionados a suscetibilidade a doenga, a participagdo do estresse oxidativo, o mecanismo de autofagia e
parametros de imunosenescéncia.

Objetivo Secundario:

Analisar o estresse oxidativo nos grupos a serem estudados por meio da quantificagdo do HNE em lesGes
de pele e a expresséo génica de enzimas antioxidantes em sangue periférico;

Avaliar a participagéo das al¢as inflamatérias (TNF e IFN-) e anti- inflamatérias (IL-4 e IL-10) e sua
correlagdo com o estresse oxidativo por teste imunoenzimatico;

Avaliar a presenga de indicadores de imunosenescéncia tais como: anticorpos anti-CMV no

soro por quimioluminescéncia e a relagéo linfécitos T CD4/CD8, bem como a frequéncia da subpopulagéo
de linfécitos T naive e memoéria em fragmentos de lesdes de pele obtidas por biopsias por meio de
imunofluorescéncia e microscopia confocal;

Avaliar a hiporresponsividade de linfécitos T pela andlise da expressdo de CD28 e de macréfagos pela
expressdo de CD68 em fragmentos de lesdes de pele obtidas por biopsias por
meio de imunofluorescéncia e microscopia confocal;

Analisar a expressdo de genes previamente associados a suscetibilidade a Hanseniase e genes
relacionados com envelhecimento e autofagia de pacientes por meio de gPCR em tempo real.

Associar os dados relacionados a imunosenescéncia aos dados referentes ao estresse oxidativo;

Avaliar proteinas envolvidas no mecanismo autofagico, obtidas através de biépsia cutdnea dos pacientes
pelo método de Western Blot.

Correlacionar os achados laboratoriais com o indice baciloscépico e dados demograficos dos pacientes no
diagnoéstico da Hanseniase.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Pode ocorrer, muito raramente, desmaios, manchas arroxeadas ou infec¢des no local da pungéo

Endereco: Av. Brasil 4036, sala 705 (Campus Expans&o)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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venosa, porém estes riscos serdo minimos em fungdo do empenho do profissional de saude responsavel
pela coleta e pela qualidade dos materiais usados. Caso o voluntério se sinta mal apés a coleta, a equipe
profissional de saude prestara total assisténcia, suprindo as necessidades e garantindo o bem-estar do
individuo.

Beneficios:

Ao participar da pesquisa, os pacientes e voluntarios sadios contribuirdo para a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na imunopatogénese da hanseniase em idosos. Ndo havera beneficio direto para o participante.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Critério de Incluséo:

Pacientes diagnosticados com hanseniase multibacilar (formas LL e BL da doenga) e paucibacilar (TT e BT),
classificados em jovens com idade entre 18 a 40 anos, e idosos com idade igual ou superior a 60 anos. Os
mesmos deverdo ser virgens de tratamento e diagnosticados pela primeira vez. E em relagdo aos
voluntarios sadios, incluem-se grupos com a mesma faixa etaria e moradores de areas endémicas para a
hanseniase.

Critério de Exclusao:

Para pacientes com hanseniase, os critérios de excluséo s&o: 1.casos de recidiva da doenga; 3.tratamento
com poliquimioterapia ja iniciado; 3.uso e farmacos imunomoduladores; 4.comorbidades infecciosas
adicionais como, por exemplo, HIV, hepatites B e C; 5.gestantes; 6.individuos com idade menor que 18
anos, e entre 40 e 60 anos; 7.doengas autoimunes. E para voluntarios ndo portadores de hanseniase,
incluem-se os itens de

nimeros 3a 7.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatodria:

Folha de rosto devidamente assinado e carimbado

Carta anuencia do ASA Ambulatério Souza Araujo para utilizar amostras biolégicos
Termo de anuencia Faculdade de Ciencias Medicas UERJ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Planilha de Orgamento financeiro detalhada

Declaragéo Sigilo do Pesquisador

Declaracao de Infraestrutura para execugéo da pesquisa

Endereco: Av. Brasil 4036, sala 705 (Campus Expansao)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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Recomendacgoes:
Apresentar relatérios parciais (anuais) e relatério final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegavel
do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciagéo do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC) em sua
260a reunido, realizada em 04.02.2020, de acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS 466/12,
manifesta-se pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 09/12/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1486625.pdf 18:37:10
Projeto Detalhado / | Projeto_Hanseniase_Envelhecimento.pd| 09/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito
Brochura ¢ 18:30:13
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 09/12/2019 [Danuza Esquenazi Aceito
18:00:47

Outros Carta_anuencia_ASA.pdf 09/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito
17:58:22

Outros Termo_de_anuencia_Faculdade_de_Cie| 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito

ncias Medicas.pdf 23:39:00

TCLE / Termos de | TCLE_pacientes.pdf 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito

Assentimento / 23:30:41

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_voluntarios_sadios.pdf 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito

Assentimento / 23:30:32

Justificativa de

Auséncia

Orgamento Orcamento.pdf 07/12/2019 [Danuza Esquenazi Aceito
23:30:05

Declaragéo de Declaracao_Pesquisador_Principal.pdf 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito

Pesquisadores 23:29:26

Endereco: Av. Brasil 4036, sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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Declaragéo de Declaracao_de_Infraestrutura.pdf 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito

Instituicdo e 23:29:06

Infraestrutura

Cronograma Cronograma.pdf 07/12/2019 |Danuza Esquenazi Aceito
23:28:42

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Néo

RIO DE JANEIRO, 07 de Fevereiro de 2020

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador(a))
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TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PACIENTES):

Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Laboratério de Hanseniase/Ambulatério Souza Araujo

|
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto: Investigaciao da associacao da patogénese da Hanseniase em idosos
com aspectos de imunossenescéncia, estresse oxidativo, modulacao autofagica e expressao
génica.

Pesquisadora principal: Danuza de Almeida Esquenazi
Contato: Laboratério de Hanseniase/IOC

Endereco: Av. Brasil, 4365 - Manguinhos

Telefones: 21-2562-1569 / 21-99128-9245

e-mail: danuza@ioc.fiocruz.br: esquenazi.danuza@gmail.com

1 — Consideracaoes iniciais

Estamos lhe convidando para participar como voluntario de uma pesquisa sobre hanseniase
em idosos (pessoas com 60 anos ou mais). Esperamos saber um pouco mais sobre os fatores
associados a idade avancada que possam participar na forma que ficam doentes os individuos
idosos. Caso vocé aceite participar. colheremos sangue da sua veia para experimentos e pedaco da
mancha da pele que ja foi colhida na rotina do seu diagnéstico. Os experimentos relacionados a esse
projeto serdo feitos no Laboratério de Hanseniase — IOC/Fundacdo Oswaldo Cruz. Além de
voluntarios 1dosos, convidaremos também voluntarios com idade entre 18 e 40 anos com a
finalidade de compor um grupo mais jovem para comparar os resultados dos experimentos com os
obtidos nos idosos. O presente projeto de pesquisa esta de acordo com as normas elaboradas pelo
comité de ética em pesquisa (CEP). que tem como funcdo avaliar e acompanhar os aspectos éticos
das pesquisas envolvendo seres humanos. como esta pesquisa.

Descricao do projeto:

A hanseniase € uma doenca causada por uma bactéria. que € transmitida entre as pessoas por
meio do ar. A bactéria que causa a doenca vive nas células dos nervos dos bragos e das pernas. o
que causa as manchas na pele, normalmente um tom mais claro. que perdem a sensa¢do de dor e de
calor. A hanseniase tem cura. o paciente deve se comprometer em fazer o tratamento com os
antibioticos pelo periodo todo. que costuma ser de 6 meses a 1 ano. Serdo convidados 40
voluntarios portadores de hanseniase e 20 voluntarios nao portadores da doenca. para que possamos
de maneira satisfatdria alcancar os objetivos desse estudo.

1/3
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1.1 Procedimentos que serdo realizados para este estudo:

111 Coleta de sangue: Serdo coletados dois tubos de sangue: um de 2.5mL (uma colher de
sobremesa) e outro de 10mL (2 colheres de sopa). O sangue sera usado para avaliarmos
como o seu corpo se defende da bactéria. bem como a presenca de algumas alteracdes que
podem ocorrer em idosos portadores da hanseniase ou nao.

112 Um fragmento da pele tirado da bidpsia sera visto ao microscopio com corantes especiais.
Este material ja sera colhido para realizacdo do diagnostico da doenca. usaremos apenas
parte desse fragmento.

113 Revisdo de prontuario e consulta ao banco de dados do Ambulatorio Souza Aratijo (ASA). O
seu prontudrio sera revisado para obter dados. como: endereco, data de nascimento. tempo
que mora no mesmo local. profissdo. escolaridade. altura. peso. presenca de outras doencas.
medicamentos que utiliza. ingestao de alcool e uso de cigarro. Além disso. vamos necessitar
de dados médicos referentes aos exames que vocé vai realizar ao longo do seu
acompanhamento no ASA.

1.3 — Possiveis riscos:

Pode ocorrer. muito raramente. desmaio. mancha arroxeada ou infeccdo no local da coleta do
sangue. Porém estes riscos serdo minimos porque um profissional de satude treinado fara a coleta e
sera usado material estéril e condi¢des de seguranca. Caso o voluntario se sinta mal apds a coleta. a
equipe profissional de saude prestara total assisténcia. suprindo as necessidades e garantindo o bem-
estar do individuo.

1.4 — Beneficios da pesquisa

Caso aceite participar dessa pesquisa. vocé contribuira para que tenhamos mais informacoes
sobre a hanseniase em idosos e também para que tenhamos menos casos da doenca no futuro.

1.5 — Garantias e outras informacaes:

Vocé poderd desistir a qualquer momento, basta informar alguém da equipe. Caso desista ou
se negue a participar dessa pesquisa seu atendimento nao sera feito de forma diferente daqueles que
participam. Garantimos o segredo dos resultados dos exames laboratoriais. A identificacdo das
amostras coletadas serd feita por numeros, evitando a exposicdo dos dados que o identifiquem.
Apenas os pesquisadores terdo acesso as suas informagdes e seu nome ndo constara em quaisquer
informes a respeito. Todas os dados serdo confidenciais. mantidas em anonimato e o uso dos dados
sera restrito a equipe da pesquisa. Segundo a Resolucdo n® 466/12 do Conselho Nacional de Saude.
Ministério da Saude (CNS/MS) vocé tem direito a receber cobertura material para reparacao de
eventual dano decorrente desta pesquisa. Sua participacdo nesta pesquisa é voluntaria. vocé nao
recebera pagamento. o Ambulatério Sousa Arauijo. como centro de referéncia no tratamento e
diagnéstico da hanseniase. oferece ajuda de custo para o pagamento do transporte. sendo assim. os
voluntarios nao terdo gastos na sua participacao na pesquisa.
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Consideracdes finais:

Caso vocé tenha alguma duvida em relacdo a esta pesquisa, os processos de coleta de
amostra biologica. entre em contato com os pesquisadores da equipe: Danuza Esquenazi (Celular:
021 99128- 9245/e-mail: danuza@ioc.fiocruz.br). Pedro Henrique Lopes da Silva (Celular: 021
99168- 1825/e-mail: peddro.henriquel0@gmail.com) ou com Julia Monteiro Pereira Leal (Celular:
021 96765-0409/e-mail: julialeal94@gmail.com). Pode ligar a cobrar, se preferir.

Se tiver duvidas sobre os seus direitos como participante da pesquisa entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz pelo telefone
2561-4815 ou e-mail cepfiocruz@ioc.fiocruz.br. Este estudo somente vai comecar apds a sua
aprovagao pelo Comité de Etica.

2 — Consentimento livre:

Concordo em participar voluntariamente do estudo: “Investigacio da associacdo da
patogénese da Hanseniase em idosos com aspectos de imunossenescéncia, estresse oxidativo,
modulacio autofagica e expressao génica.”. Fui devidamente esclarecido (a) quanto ao material a
ser coletado. também compreendi todos os riscos e desconfortos que poderei ter. assim como os
beneficios que esta pesquisa podera gerar para a populagdo. O paciente. caso esteja em
concordancia. devera assinar este documento em duas vias. sendo que uma delas serd entregue ao
proprio participante da pesquisa.

Rio de Janeiro.

(Data)

(Nome e assinatura da pessoa que aplica)

(Nome legivel do participante) (Assinatura do participante)
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TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (NAO
HANSENIANOS):

Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Laboratério de Hanseniase/Ambulatério Souza Aratjo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto: Investigagdo da associacdo da patogénese da Hanseniase em idosos com aspectos

de imunossenescéncia. estresse oxidativo. modulacao autofagica e expressao génica.
Pesquisadora principal: Danuza de Almeida Esquenazi

Contato: Laboratorio de Hanseniase/IOC

Endereco: Av. Brasil. 4365 - Manguinhos

Telefones: 21-2562-1569 / 21-99128-9245

e-mail: danuza@ioc.fiocruz.br: esquenazi.danuza@gmail.com

1 — Consideracoes iniciais

Estamos lhe convidando para participar como voluntario de uma pesquisa sobre hanseniase
2m idosos. Esperamos saber um pouco mais sobre os fatores associados a idade avancada que possam
participar na forma que ficam doentes os individuos idosos. Caso vocé aceite participar. colheremos
sangue da sua veia para experimentos e pedaco da mancha da pele que ja foi colhida na rotina do seu
diagndstico. Os experimentos relacionados a esse projeto serdo feitos no Laboratorio de Hanseniase
- IOC/Fundagdo Oswaldo Cruz. O presente projeto de pesquisa estd de acordo com as normas
elaboradas pelo comité de ética em pesquisa (CEP). que tem como funcdo avaliar e acompanhar os

aspectos éticos das pesquisas envolvendo seres humanos. como esta pesquisa.
Descricao do projeto:

A hanseniase € uma doenca causada por uma bactéria. que € transmitida entre as pessoas por
meio do ar. A bactéria que causa a doenca vive nas células dos nervos dos bracgos e das pernas. o que
causa as manchas na pele. normalmente um tom mais claro. que perdem a sensacéo de dor e de calor.

A hanseniase tem cura. o paciente deve se comprometer em fazer o tratamento com os antibioticos

121



pelo periodo todo. que costuma ser de 6 meses a 1 ano. Serdo convidados 40 voluntarios portadores
de hanseniase e 20 voluntarios ndo portadores da doenca, para que possamos de maneira satisfatoria

alcancar os objetivos desse estudo.

1.1 Procedimentos que serdo realizados para este estudo:

1.1.1  Coleta de sangue: Serdo coletados dois tubos de sangue: um de 2.5mL (uma colher de
sobremesa) e outro de 10mL (2 colheres de sopa). O sangue sera usado para avaliarmos como
o seu corpo se defende da bactéria. bem como a presenca de algumas alteracdes que podem
ocorrer em idosos portadores da hanseniase ou nao.

1.12  No caso de individuos acompanhados em ambulatorios. sera feita a revisdo de prontuario. O
seu prontudrio sera revisado para obter dados. como: endereco. data de nascimento, tempo
que mora no mesmo local. profissdo. escolaridade, altura, peso. presenca de outras doengcas.
medicamentos que utiliza. ingestao de alcool e uso de cigarro. Além disso. vamos necessitar
de dados médicos referentes aos exames que vocé realiza ao longo do seu acompanhamento

médico.
1.3 — Possiveis riscos:

Pode ocorrer. muito raramente. desmaio. mancha arroxeada ou infeccdo no local da coleta do
sangue. Porém estes riscos serdo minimos porque um profissional de saude treinado fara a coleta e

sera usado material estéril e condi¢des de seguranca.
1.4 — Beneficios da pesquisa

Caso aceite participar dessa pesquisa. vocé contribuira para que tenhamos mais informagoes

sobre a hanseniase em idosos e também para que tenhamos menos casos da doenca no futuro.
1.5 — Garantias e outras informacaoes:
Vocé podera desistir a qualquer momento. basta informar alguém da equipe.

Garantimos o segredo dos resultados dos exames laboratoriais. A identificacao das amostras
coletadas sera feita por numeros, evitando a exposicdo dos dados que o identifiquem. Apenas os
pesquisadores terdo acesso as suas informacdes e seu nome nao constara em quaisquer informes a

respeito.

Todas os dados serdo confidenciais, mantidas em anonimato e o uso dos dados sera restrito a

equipe da pesquisa. Segundo a Resolugdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Satde. Ministério da
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Saude (CNS/MS) vocé tem direito a receber cobertura material para reparacdo de eventual dano

decorrente desta pesquisa.

Sua participacdo nesta pesquisa é voluntaria. vocé nao recebera pagamento. o Ambulatorio
Sousa Araujo. como centro de referéncia no tratamento e diagnostico da hanseniase. oferece ajuda de
custo para o pagamento do transporte, sendo assim. os voluntarios nao terao gastos na sua participagcdo

na pesquisa.
Consideracaes finais:

Caso vocé tenha alguma duvida em relagdo a esta pesquisa. os processos de coleta de amostra
biologica. entre em contato com os pesquisadores da equipe: Danuza Esquenazi (Celular: 021 99128-
9245/danuza@ioc.fiocruz.br), Pedro Henrique Lopes da Silva (Celular: 021 99168-1825/e- mail:
peddro.henriquel 0@gmail.com) ou com Julia Monteiro Pereira Leal (Celular: 021 96765-0409/e-

mail: julialeal94(@gmail.com). Pode ligar a cobrar. se preferir.

Se tiver duvidas sobre os seus direitos como participante da pesquisa entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz pelo telefone
2561-4815 ou e-mail cepfiocruz@ioc.fiocruz.br. Este estudo somente vai comecar apds a sua

aprovacao pelo Comité de Etica.
2 — Consentimento livre:

Concordo em participar voluntariamente do estudo: “Investigacao da associacio entre
expressio geénica, estresse oxidativo, parametros de imunosenescéncia e a patogénese da
Hanseniase em idosos™. Fui devidamente esclarecido (a) quanto ao material a ser coletado. também
compreendi todos os riscos e desconfortos que poderei ter. assim como os beneficios que esta
pesquisa podera gerar para a populacdo. O voluntario. caso esteja em concordancia. devera assinar

este documento em duas vias. sendo que uma delas sera entregue ao proprio participante da pesquisa.

Rio de Janeiro.

(Data)

(Nome e assinatura da pessoa que aplica)

(Nome legivel do participante) (Assinatura do participante)
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