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Embora as células T reguladoras (Treg) sejam fundamentais na imunorregulacdo de processos
patoldgicos, o seu papel na imunologia da hanseniase precisa ser melhor avaliado. O objetivo deste
trabalho foi quantificar o FoxP3, principal marcador das Treg, nas diferentes formas de hanseniase e
reacdes hansénicas. Foram avaliados pacientes com hanseniase paucibacilar (PB), multibacilar (MB),
reacdo hansénica tipo 1 (RT1) e tipo 2 (RT2) e controles endémicos saudaveis (CES). A expresséo de
células Treg foi investigada usando o método de ELISA para a medigdo do marcador FoxP3 no
plasma, na auséncia de estimulo, e no sobrenadante de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cell),
apo6s a incubacdo com sonicado de células de M. leprae (MLCS). Os resultados mostraram que nao
houve diferengca na expressdo de FoxP3 medido diretamente no plasma, independentemente do
grupo avaliado. Apos estimulos das PBMCs com MLCS, foi observado, também, um forte aumento da
expressdo de FoxP3 em pacientes multibacilares em relagédo a paucibacilares. O grupo RT1 foi o que
apresentou maior expressdo de FoxP3 (seis vezes mais que CES e o dobro do RT2). Este estudo
sugere um papel importantissimo das Treg na etiopatogenia da hanseniase, regulando o processo

inflamatério agudo exacerbado, comum na RT1, evitando lesdes graves e incapacitantes.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae. Episddio reacional. Treg. FoxP3.

Introducéao

A hanseniase € uma doenca de pele infecciosa crbnica causada pelo
Mycobacterium leprae e apresenta-se como um espectro no qual as manifestacdes
clinicas se correlacionam com a resposta imune ao patégeno.’ A hanseniase
lepromatosa (LL) e a hanseniase tuberculdide (TT) sédo formas polares e estaveis da
doenca. Os pacientes TT s&do caracterizados por forte resposta imune celular.>* Em
contraste, os pacientes LL exibem inatividade sistémica de células T especifica e
uma forte resposta humoral contra o M. leprae.*> Entre os polos LL e TT, coexistem
trés formas instaveis de hanseniase: boderline tubercul6ide, borderline borderline e
borderline lepromatosa (BT, BB e BL, respectivamente).’

Na década de 1990 a Organizacao Mundial de Saude (OMS) estabeleceu o
uso de uma classificacao operacional simples baseada na contagem do nimero de

lesGes de pele.6 De acordo com esta classificagdo os pacientes sao divididos em
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dois grupos: Paucibacilares (PB), qu séo pacientes que apreentm até cinco
lesGes de pele (esta classificacdo geralmente inclui TT e BT), e Multibacilares (MB),
nos quais sao observados mais do que cinco lesbes de pele (geralmente inclui BB,
BLeLL).

Embora seja uma doenca de evolucdo crbnica, podem surgir ao longo do
percurso patolégico da hanseniase episddios agudos graves, as chamadas reacdes
hansénicas ou episodios reacionais. Existem dois tipos de reacdes hansénicas:
Reacdao tipo 1 (RT1) ou Reacdo Reversa (RR) e Reacéo tipo 2 (RT2), cuja principal
manifestacdo é o Eritema Nodoso Hansénico (ENH).® Estes episédios s&o
resultados de complexas interacdes entre o sistema imune e o agente patologico M.
leprae e se caracterizam por manifestacées inflamatérias agudas que podem ocorrer
antes, durante ou apoOs tratamento medicamentoso em qualquer das formas
clinicas.*o*

As células T reguladoras (Tregs) sdo um subconjunto de células T CD4+
caracterizadas pelo fator de transcricdo nuclear P3 (Forkhead box P3 ou FoxP3) e
alta expresséao superficial do receptor alfa de interleucina 2 de alta afinidade (CD25
ou IL2Ra).*?**® Nas doencas infecciosas, as Tregs sdo ativadas e induzidas a
proliferacdo, a fim de controlar a imunidade exacerbada gracas a sua capacidade
reguladora.***°

Embora as Tregs desempenhem um papel importante no mecanismo de falha
do hospedeiro para controlar a disseminacdo de patdogenos em formas graves de

diferentes doengas infeciosas crénicas,™®*"*®

seu papel na imunopatologia da
hanseniase ainda nao foi bem elucidado. Dessa forma, neste estudo investigamos o
papel funcional e a frequéncia das células Treg FoxP3+ em diferentes formas de

hanseniase e rea¢des hansénicas.

Material e Métodos

Para a analise do numero de células Treg no sangue periférico foram
recrutados cinco grupos de estudo:

Os grupos 1 e 2 foram constituidos por pacientes com hanseniase PB (n=10)
e MB (n=10), recém diagnosticados e virgens de tratamento especifico para
hanseniase. Os pacientes PB foram classificados em TT e BT, enquanto o0s
pacientes MB foram classificados em BL e LL, segundo critérios clinicos e
histopatolégicos de Ridley & Jopling (1966).
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Os grupos 3 e 4 foram‘-compsts por pacientes com rea(;éo RT1 e RT2,
respectivamente, com n=10 em cada grupo. Todos os pacientes RT1 e RT2 foram
submetidos a exames dermatoneurolégicos e classificados por um dermatologista
com larga experiéncia em diagndéstico de hanseniase. Todos os pacientes com RT1
e RT2 recrutados estavam em uso de MDT. As amostras de todos 0s pacientes em
reacdo foram coletadas durante a ocorréncia do episédio reacional.

O recrutamento de pacientes com hanseniase, apresentando rea¢ao ou néao,
foi realizado no Centro de Referéncia em Diagndéstico e Terapéutica e no Hospital
Anuar Auad, Goiania, Goias, Brasil, no periodo compreendido entre janeiro e
setembro de 2016.

Para o grupo 5 (n=10) foram recrutados controles endémicos saudaveis
(CES), representados por individuos saudaveis, sem histérico clinico ou familiar de
hanseniase ou tuberculose. O recrutamento e coleta sanguinea do grupo CES foram
realizados no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da
Universidade Federal de Goias no periodo compreendido entre os meses de junho e
julho de 2016.

Ap0s a avaliacao clinica e explicacdo sobre estudo, os voluntarios assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e responderam a um
questionario padronizado para a obtencédo de dados sociodemogréaficos. Em seguida
realizou-se a coleta de sangue por pungdo venosa em tubos com heparina. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas/UFG e Comité
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (protocolo #12962).

Culturas de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
preparadas a partir de sangue total heparinizado nao diluido venoso. As PBMC
foram ressuspensas em RPMI1640 suplementado com 50000 U de
penicilina/estreptomicina e 10% de soro humano inativado pelo calor. Foram
adicionadas a cada poco e 2 x 10° células de uma placa de 96 pocos e estimuladas
com antigeno de sonicado de células de M. leprae (MLCS - 1 ml de MLCS sob uma
concentracdo de 10 pg/ml). Apés 3 dias de incubagdo a 37°C e 5% CO2,
aproximadamente 100 pl de sobrenadante foram recolhidos para quantificar as Treg.

A concentracdo de Treg FoxP3+, a partir de plasma (na auséncia de estimulo)
e sobrenadantes da cultura de PBMC estimulados com o antigeno MLCS, foi
determinada por ensaio de imunoabsor¢éo enzimatica (ELISA) com o kit FoxP3
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humano, de acordo com as instrugdes d fabricante (LifeSpan Biocieces ale,
Washington).

A significancia estatistica foi avaliada pela analise de Kruskal-Wallis para
comparacao de grupos multiplos e Mann-Whitney U para comparagcdo entre dois
grupos. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando

valores de p < 0,05 foram obtidos.

Resultados e Discussao

No grupo dos pacientes com hanseniase PB a maioria deles foi classificada
com a forma BT, segundo critérios de Ridley-Jopling. Para o grupo de pacientes com
hanseniase MB, a proporcéo foi de sete individuos classificados com a forma BL e 3
com LL. Nos grupos RT1 e RT2 a maioria dos pacientes foi classificada como BT e
LL, respectivamente. A Tabela 1 mostra as principais caracteristicas dos pacientes

com hanseniase PB e MB, com reacao tipo 1 ou tipo 2 e do grupo de controles.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos grupos de estudo e controle.

PB MB RT1 RT2 CES
Sexo 6F/4AM  4F/6M 5F/5M AF/6M  AF/6M
Idade 36,8 (19-78) 38 (18-81) 37,1 (18-77)  37,5(19-86) 37,3 (18-76)
Indice 0 21(0540)  05(0-2) 21 (05-3,0) na.

Baciloscépico

Forma clinica

. . 3T1/7BT 7BL/3LL 1BT/7BL/2LL 1BB/4BL/5LL n.a.
(Ridley-Jopling)

F - feminino; M - masculino; TT - forma tuberculdide; BT- forma boderline-tuberculdide; BB - forma
boderline-boderline; BL - forma boderline-lepromatosa; LL - forma lepromatosa; n.a.- ndo aplicavel. A
idade e o indice baciloscopico estédo expressos em mediana (minimo-méaximo). Fonte: O autor.

A expressdo de células Treg entre os individuos recrutados foi investigada
usando o método de ELISA, para a medicdo do marcador FoxP3, primeiramente no
plasma sem estimulo e posteriormente no sobrenadante de PBMCs. Conforme
demonstrado na Figura 1, ndo houve qualquer diferenca na expressao de FoxP3+
medido diretamente no plasma, na auséncia de estimulos, entre 0s grupos
analisados. Ou seja, a quantidade de células Treg circulantes foi similar quando se
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comparou o0s niveis de FoxP3 do grupo de individuos saudaveis com

pacientes, com ou sem reacao.

60- Figura 1. Quantificacdo de células
Treg FoxP3+ no plasma. O nimero de

50 Treg FoxP3 no plasma de pacientes

~ com hanseniase e controles foi
:Eo 404 determinado por ELISA. CES -
g controles endémicos saudaveis; PB —
& 10- p = 0,4861 hanseniase  paucibacilar; MB -
2 hanseniase multibacilar; RT1 — reacéo
2 204 tipo 1; RT2 reacéo tipo 2. Os resultados
5 sdo apresentados como box plot,
interquartil (2575%) e a linha preta

0 % % % ? ; dentro de cada box indica o valor da

Q@% & é@ é\ é» mediana, n = 10 por grupo.

Depois de estimulados com o antigeno MLCS, as PBMCs de todos 0s grupos
demonstraram aumento estatisticamente significativo na expressdo de Foxp3
guando comparados com individuos saudaveis (Figura 2). A mediana do namero de
Foxp3 no grupo MB foi de 16,06 ng/ml, significativamente maior que nos grupos
CES e PB. Conforme ilustrado na Figura 2, ao analisar as amostras de pacientes
com as formas polares da hanseniase foi observado um aumento significativo (cerca
de 2,5 vezes mais) da expressdo de células Treg em pacientes MB, quando
comparados com PB que apresentaram mediana de 6,83 ng/ml. O grupo de
individuos com episédios reacionais do tipo 1 apresentou a maior expressdo de
Foxp3, com mediana de 33,3 ng/ml. A quantidade de Treg Foxp3+ em pacientes RT1
foi cerca de seis vezes maior que a de individuos saudaveis e mais que o dobro dos
individuos RT2.

Ao se comparar as respostas de pacientes MB e pacientes RT2, verificou-se
que nao houve diferenca estatistica entre os grupos, que demonstraram uma
expressdo mediana de 14,1 e 16,1 ng/ml de Foxp3, respectivamente, apos o
estimulo com MLCS. Em contrapartida, ao comparar o grupo PB versus RT1, o
namero de células Treg FoxP3+ em pacientes RT1 foi significativamente maior.

A hanseniase é caracterizada por um amplo espectro de formas clinicas, que
vai depender do tipo de resposta imune gerada pelo sujeito infectado. Enquanto
pacientes PB sdo caracterizados por uma forte resposta Thl nos individuos MB
observa-se uma fraca imunidade mediada por células, com predominancia de
resposta Th2.3%
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Figura 2. Nimero de células Treg FoxP3+ em PBMCs de pacientes e individuos
saudéaveis apds estimulo. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
pacientes com hanseniase e controles foram estimuladas in vitro com sonicado celular do M.
leprae (“M. leprae cell sonicate” MLCS). O nimero total de células Treg FoxP3 foi
determinado por ELISA. CES - controles endémicos saudaveis; PB — hanseniase
paucibacilar; MB — hanseniase multibacilar; RT1 — reagéo tipo 1; RT2 reacao tipo 2. Os
resultados séo apresentados como box plot, interquartil (2575%) e a linha preta dentro de
cada box indica o valor da mediana, n = 10 por grupo.

A imunidade celular especifica é mediada principalmente pelos linfécitos T. As
células Treg sdo um subtipo de linfécito T CD4+, essencial na modulacéo do sistema

by

imune pela supressdo da ativacdo de respostas imunologicas ante a antigenos
ex6genos ou proprios.’>?® As Tregs também desempenham um papel essencial
no controle da resposta imune excessiva contra antigenos microbianos,
especialmente contra patdgenos que estabelecem infeccdes persistentes.?*® Porém
o papel das Tregs na hanseniase foi abordado em poucos estudos e ainda ha
controvérsias sobre a sua funcdo na doenca e suas diferentes formas clinicas®?°.
Neste estudo a frequéncia de células Treg FoxP3+ foram avaliados nas
diferentes formas de hanseniase. Nés observamos que, na auséncia do estimulo
com MLCS, o numero de Treg FoxP3+ foi similar em todos os grupos analisados.
Mas apés estimulacdo foi observado um forte crescimento dessa populacdo de

linfécitos FoxP3+ em todos os grupos de pacientes, independente da forma clinica.
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Este resultado corroora cofh trabalos anteriores que eontra ( q,
independentemente da doenca infeciosa, a quantidade de células Tregs circulantes
é semelhante quando comparamos individuos doentes e saudaveis.*%3"3?

Os resultados deste estudo sdo fortemente divergentes de outros trabalhos
que mostram as células Treg aumentadas em pacientes PB quando comparados
com pacientes MB.**? Essa divergéncia de resultados pode ser devido a diferencas
genéticas das populacdes estudadas. Entretanto o presente estudo corrobora com
trabalhos anteriores, em que foi observado um aumento significativo de Treg em
pacientes MB, quando comparados com PB e individuos saudaveis.?3%3"38
Acreditamos que este aumento esta supostamente relacionado com a anergia das
células T observada na forma MB da doenca. As células Treg teriam, entdo, um
papel patogénico crucial nesses individuos MB, pois o aumento da expressao de
Treg poderia aumentar a supressao de resposta Thl, reduzindo a liberacédo de IFN--
Y, 0 que favoreceria a sobrevivéncia e proliferacdo do bacilo.

Neste estudo também foram determinadas a quantidade de células Treg
FoxP3+ em culturas de PBMCs de pacientes com RT1 e RT2, durante os episodios
reacionais. Em ambos o0s grupos reacionais foi observado um aumento da
quantidade de Treg FoxP3 em comparacdo com pacientes PB e CES. Este achado
mostra concordancia parcial com um estudo recente, em que foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa em pacientes com RT1 em compara¢cdo com
pacientes sem reacdo.*® A evidéncia de aumento de Treg FoxP3+ também foi
observada em pacientes com RT1 quando comparados com formas nao reacionais
da doenca. 2

Além disso, no presente trabalho, ao se comparar 0os dois grupos reacionais
entre si, 0 numero de Treg FoxP3+ foi significativamente maior em RT1 do que em
RT2. O grupo de pacientes com RT1 apresentou mais que o dobro da expressao de
FoxP3 que pacientes RT2. A mesma tendéncia de maior quantidade de células Treg
em TR1 também foi observada em estudos anteriores.?>**%° O aumento de Tregs
durante o episddio reacional do tipo | parece estar relacionado com o dano neural
que ocorre nesse tipo de reacdo.?’ Assim, sugere-se que o aumento das células
FoxP3+ no grupo RT1 possa decorrer da tentativa de protecao tissular em um

contexto de um processo inflamatorio agudo e exacerbado.
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Considerac0des Finais

Os dados aqui apresentados fornecem informacgGes importantes sobre a
participacdo de células Treg nas diferentes formas de hanseniase e em reacdes
hansénicas, demonstrando o papel relevante destas células na imunopatologia da
doenca. Nossos resultados sugerem que o maior nimero de Treg em pacientes com
RT1 poderia ser benéfico para o hospedeiro como um mecanismo de protecao para
tentar regular a resposta imune contra o M. leprae e atenuar a ativacao da resposta
inflamatoria crénica, o que poderia ocasionar lesbes graves e incapacitantes nos
tecidos e nervos. Os resultados deste estudo sugerem ainda que a forte resposta de
células Treg FoxP3+ diminui a resposta imune Thl em pacientes MB e RT2, o que
permite a sobrevida e dispersdo dos bacilos nestas formas de hanseniase. Além
disso, o estudo também provou a eficiéncia do teste de ELISA em medir células T

reguladoras FoxP3+.
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