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. RESUMO

Introducdo: A hanseniase € infeccdo causada pelo bacilo
intracelular Mycobacterium leprae, possui carater cronico e
granulomatoso, e tem preferéncia pelos nervos periféricos e pele. A
sua apresentacdo clinica e o desenvolvimento de episodios
inflamatoérios  exacerbados chamados reacdes hansénicas,
dependem predominantemente da resposta imune celular do
hospedeiro. Os mondécitos sdo derivados da medula 6ssea e
participam ativamente do desenvolvimento da resposta imune frente
ao bacilo. Os mondcitos se diferenciam em células dendriticas e
macrofagos, ambos células apresentadoras de antigenos,
importantes nao somente na imunidade inata mas na conexao com
a resposta imune adaptativa ao participar da ativacdo de células T
auxiliares. Objetivo: Avaliar as subpopulacbes de mondcitos e a
ativacao celular pela deteccdo das moleculas de superficie CD8O0,
CD86, CD40 e MHC Il na expresséo clinica da hanseniase e nas
reacOes hansénicas. Metodologia: Foram coletados 20 ml de
sangue de pacientes com hanseniase paucibacilar (PB) e
multibacilar (MB) (n=34), reacado tipo 1 (n=13) e reacdo tipo 2
(n=13). Foi realizada a separacdo de células mononucleares,
caracterizacao e ativacao celular por citometria de fluxo através da
marcacdo de CD80, CD86, CD40 e MHC Il. Resultados: Os
pacientes com reacdes apresentaram maior frequéncia de
monadcitos inflamatérios e marcadores CD86 e CD40. MHC Il e
CD80 foram mais expressados nos individuos com reacao tipo 1.
Conclusbes: Os resultados sugerem que a maior frequéncia de
monaocitos ativados e da molécula CD86 podem exercer um
importante papel na patogénese das reacdes hansénicas. Outras
moléculas como CD40, CD80 e MHC Il também podem contribuir
para amplificar a resposta inflamatéria nos diferentes tipos de
reacoes.

Palavras-chaves: hanseniase,  subpopulacbes  mondcitos,
moléculas co-estimulatorias, hanseniase/imunologia.
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II. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as subpopulacdes de mondcitos extraidos do sangue
periférico e o grau de ativacdo celular nos individuos com

hanseniase e nas reacdes hansénicas.

Il. 2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar a frequéncia das subpopulacdes de mondcitos
classicos (CD14++CD16-), intermediarios (CD14++CD16+)
e nao-classicos (CD14+CD16++) em individuos com
reacOes hansénicas e sem reacoes.

2. Avaliar o grau de ativacdo celular pela expressdo das
moléculas de superficie CD80, CD86, CD40 e MHC Il nos
grupos com reacdes hansénicas tipo 1 , tipo 2 e

hanseniase sem reacgdes.

20



l1l. INTRODUCAO

A hanseniase €& doenca infecciosa granulomatosa crénica
causada pelo Mycobacterium leprae, que afeta principalmente a
pele e os nervos periféricos, sendo transmitida pelas vias aéreas
superiores de pessoa a pessoa, atraveés do convivio de susceptiveis
com doentes baciliferos sem tratamento (Mendonga et al., 2008).
Suas apresentacdes clinicas estdo correlacionadas com padrdes
imunolégicos distintos, variando de uma vigorosa resposta imune
mediada por células ao M. leprae, com padrdo Thl no polo
tuberculdide, a uma auséncia de resposta celular especifica aos
antigenos do M. leprae no polo lepromatoso, com predominio da
resposta Th2 e exacerbacdo da resposta humoral (Goulart et al.,
2002). Sobre o espectro imunoldgico impde-se ainda os episodios
reacionais agudos que podem ocorrer antes, durante ou mesmo
apos o fim do tratamento poliquimioterapico (Kahawita et al., 2008).
Estas reacdes inflamatérias afetam principalmente pele e nervos
periféricos sendo os responsaveis pela morbidade e incapacidade
da func&o nervosa (Goulart et al., 2002).

Células da linhagem mondcito/macrofago derivam de células
tronco mielomonaociticas na medula 6ssea. Estas se diferenciam em
monoblastos e depois em mondcitos. Quando se encontram nos
tecidos sdo chamados macrofagos (Ziegler-Heitbrock et al., 2000).
Nos dultimos anos, os mondcitos foram caracterizados pelos
marcadores de superficie e citometria de fluxo, e trés
subpopulacdes foram descritas: classicos (CD14++CD16-) , hao-
classicos (CD14+CD16++) e intermediarios (CD14++CD16+),
aprovados pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
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Sociedades de Imunologia (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). A
expansdao dos mondcitos CD16+ (intermediarios e nao-classicos)
tem sido descrita em muitos tipos de doencas, principalmente
infecciosas ou inflamatorias (Fingerle et al.,1993; Soares et al.,
2006; Castano et al., 2011). Estas subpopulacdées de monécitos sao
genericamente chamadas de “pro-inflamatorias” pela sua habilidade
de alta producéo de TNF-a e IL-1B8 (Frankenberger et al., 1996;
Belge et al., 2002; Wong et al., 2012).

Em um modelo de trafico transendotelial, foi demonstrado que
0S mondcitos pro-inflamatérios (CD16+) sdo capazes de se
diferenciar em ceélulas dendriticas (CDs) sugerindo serem o0s
precursores sanguineos fisiologicos das CDs migratdrias (Randolph
et al., 2002; Strauss-Ayali et al., 2007).

Sabe-se que os mondcitos circulantes se diferenciam em
macrofagos nos tecidos, que sao células apresentadoras de
antigeno (APCs) juntamente com as células dendriticas. As APCs
sdo importantes na imunidade inata, e também agem como
conector ao sistema imune adaptativo, ao participar da ativacao de
células T auxiliares (Th) (Mayer & Nyland, 2006).

Segundo Murray e colaboradores (2007) e Hashimoto e
colaboradores (2002), o M. leprae suprime a maturacao de células
dendriticas e a ativagcdo de células T, respectivamente, quando
comparado ao Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium. O
comportamento da resposta imune frente ao bacilo € determinante
para definir a apresentacéo clinica e as rea¢des hansénicas, motivo
pelo qual buscamos neste estudo o envolvimento dos mondcitos

nos episoédios inflamatdrios reacionais.
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IV. REVISAO DE LITERATURA

IV.1 HANSENIASE

IV.1.1 Epidemiologia e Aspectos Clinicos

A hanseniase permanece um importante problema de saude
publica. E infeccdo cronica granulomatosa que atinge a pele e
nervos periféricos causada pela bactéria intracelular Mycobacterium
leprae. O acometimento dos nervos periféricos resulta em dano
motor e sensitivo levando a Iincapacidade e deformidades
caracteristicas (Britton et al., 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o acesso a
informacdo, o diagnéstico precoce e o tratamento com a
multidrogaterapia (MDT) sdo elementos cruciais na estratégia de
eliminar a doenca como um problema de saude publica, definido ao
atingir a prevaléncia de menos de 1 caso de hanseniase por 10.000
habitantes. As taxas de prevaléncia sao classificadas em baixa (<1
caso/10.000 habitantes), meédia (1-4 casos/10.000), alta (5-
9/10.000) e muito alta (10-19/10.000). A prevaléncia global da
doenca registrada em agosto de 2013 foi de 189.018 casos,
enquanto o numero de casos novos detectados em 2012 foi
232.857. Entretanto, existem focos de alta endemicidade em
Angola, Brasil, Republica Africana Central, india, Madagascar,
Nepal, Rebublica Unida da Tanzéania, Republica Democratica do
Congo e Mogcambique.

No Brasil, o coeficiente de prevaléncia vem diminuindo ao
longo dos anos. Em 2011, foi registrada uma taxa de 1,24 por

10.000 habitantes. Apesar disso, o coeficiente de deteccédo geral
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tende a estabilidade, com registro de 17,17 por 100.000 habitantes
em 2012 (Ministério da Saude — Secretaria de Vigilancia em Saude
2012), indicando que a doenca continua se perpetuando a despeito
dos esforcos para sua erradicacdo. A meta para o Brasil propoe
atingir a eliminacao da hanseniase até 2015.

A Bahia se encontra em area de alta endemicidade, com
taxas registradas em 2012 de 17, 94 como coeficiente de deteccéo
e 2543 casos novos notificados (Ministério da Saude, 2012).

A doenca é transmitida, principalmente, através do convivio
com doentes ricos em bacilos ou multibacilares (MB) que ndo se
tratam. As principais fontes de bactérias, sdo, provavelmente, as
mucosas das vias aéreas superiores. Admite-se que o periodo de
incubacao varia de 6 meses a 21 anos. (Talhari et al., 2006).

Para melhor entendimento do quadro clinico e classificacao,
alguns aspectos imunolégicos devem ser mencionados.
Demonstrou-se que o M. leprae € um bacilo com alto poder
infectante e baixo poder patogénico. Depois da sua entrada no
organismo, nao ocorrendo a sua destruicéo , este ira se localizar na
célula de Schwann e na pele. Sua disseminacéo para outros tecidos
pode ocorrer nas formas mais graves da doenca, nas quais o
agente infectante ndo encontra resisténcia contra sua multiplicacao.
Neste caso, os linfonodos, olhos, testiculos e figado podem abrigar
grande quantidade de bacilos. Sabe-se que apesar da alta
producdo de anticorpos especificos contra o M. leprae nas formas
multibacilares, ela € ineficaz para a eliminacdo dos bacilos. A
defesa € efetuada pela resposta imunoldgica celular, capaz de
fagocitar e destruir os bacilos, mediada por citocinas (TNF-a, IFN-y)

e mediadores da oxidacdo, como os reativos do oxigénio (ROI), e
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do nitrogénio (RNI) fundamentais na destruicdo bacilar no interior
dos macrofagos (Araujo et al., 2003).

A resposta imune € de fundamental importancia para a defesa
do organismo frente a exposicdo ao bacilo, e sofre influéncia de
fatores genéticos, ambientais, o estado nutricional do individuo,
vacinagcdo com BCG e taxa de exposicdo ao M. leprae ou outras
micobactérias. A alteracdo da resposta imune esta associada ao
desenvolvimento de formas clinicas distintas, em que o predominio
da resposta celular esta relacionado a forma clinica mais branda da
doenca (tuberculdide) e a deficiéncia de resposta celular, com a
forma clinica mais grave (virchowiana) (Mendonca et al., 2008).
Estima-se que 90% das pessoas tém imunidade natural contra o M.
leprae, ndo adoecem mesmo convivendo longos periodos com
doentes multibacilares sem tratamento (Talhari et al., 2006).

O Ministério da Saude propde a classificagdo operacional da
hanseniase em paucibacilar (PB) se o individuo tem até 5 lesbes de
pele, e multibacilar (MB), se o doente tem mais de 5 lesGes de pele.
Esta classificacdo atende a necessidade da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) de expandir a campanha pela erradicacdo da
hanseniase (Ministério da Saude, 2001).

A classificacdo de Ridley e Jopling (1966) propde subdivisdes
baseadas em critérios imunoldgicos e histolégicos. Assim, as
formas clinicas sédo consideradas como um espectro em que 0S
extremos sdo os tipos polares tuberculdide (TT) e virchowiano ou
lepromatoso (LL) e os intermediarios sado os borderlines ou dimorfos
(borderline-tuberculdide — BT, borderline-borderline — BB e
borderline-virchowiano ou lepromatoso — BL) (Opromolla et al.,
2000).
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A forma clinica inicial da doenca ou indeterminada,
caracteriza-se por uma ou varias manchas, com perda da
sensibilidade. Pode manifestar-se também por areas com disturbio
da sensibilidade. A partir da forma indeterminada, o individuo pode
curar-se espontaneamente ou desenvolver qualquer uma das
formas do espectro clinico de acordo com sua resposta imune
diante do bacilo.

Na hanseniase tuberculdide (TT), os individuos tém boa
resisténcia, com predominio de imunidade celular. Desenvolvem
poucas lesdes, distribuicdo assimétrica, podem ter acometimento de
troncos nervosos e ha poucos bacilos. A hanseniase virchowiana ou
lepromatosa (LL) se caracteriza pelo surgimento de muitas
manchas e placas de limites imprecisos, distribuicdo simétrica,
acometimento de varios troncos nervosos, infiltracao difusa da pele
e disseminacao dos bacilos. A imunidade celular é deficiente.

Nas formas borderline, os pacientes podem apresentar
caracteristicas dos dois poélos e podem oscilar de uma forma clinica
para outra.

Com a finalidade de simplificar a classificacdo para a escolha
do tratamento, a OMS preconiza a divisdo em PB (hanseniase
indeterminada, tuberculdide e a maioria dos borderline-tuberculdide,
todos com baciloscopia negativa) e MB (borderline-borderline,
borderline-virchowiano e virchowiano, todos com baciloscopia
positiva) (Talhari et al., 2006). Os individuos PB recebem
tratamento poliquimioterapico por 6 meses e os individuos MB
recebem o tratamento por 12 meses.

A histopatologia da forma indeterminada ndo demonstra
bacilos alcool-acido-resistentes (BAAR), mas focos de infiltrado

inflamatorio ndo granulomatoso, linfohistiocitario, seletivamente
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acompanhando e/ou penetrando ramos nervosos. Na forma
tuberculdide s&o vistos granulomas de ceélulas epitelidides bem
diferenciadas penetrados e contornados por linfocitos,
acompanhando ramos nervosos cutaneos. Os granulomas também
agridem a pele e podem conter gigantécitos de tipo Langerhans ou
de tipo corpo estranho. Nos individuos com hanseniase
virchowiana, os macroéfagos fagocitam mas ndo conseguem destruir
eficientemente os bacilos, assim, estabelecem-se granulomas
macrofagicos , volumosos e repletos de bacilos. O citoplasma é
homogéneo ou levemente vacuolar e nucleos vesiculosos. Como o
M. leprae é rico em lipidios, sua destruicdo provoca acumulo de
gordura nos fagossomos dos macréfagos que se degeneram e o
citoplasma se torna multivacuolar (célula de Virchow). No grupo
dimorfo ou borderline, os individuos tém resisténcia parcial ao bacilo
e desenvolvem manifestacbes clinicas e histopatolégicas

intermediarias entre os dois pélos (Opromolla et al., 2000).

IV.1.2 Reacdes Hansénicas

As reacbes hansénicas sao a principal causa de
hospitalizacdo e incapacidade dos pacientes com hanseniase.
Entende-se como sendo consequéncia da natureza dinamica da
resposta imune ao M. leprae, e podem ocorrer antes do diagndstico,
durante o tratamento ou apos a MDT (Scollard et al., 1994; Stefani
et al., 2009).

Os dois tipos de reacbes tém origem em fendmenos de
instabilidade e hiperreatividade imunologica, em resposta a
presenca de antigenos do bacilo na pele e em nervos periféricos
(Machado, 2005).
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A reacao reversa (RR) ou tipo 1 (SR1) caracteriza-se pelo
desenvolvimento de inflamacdo aguda das lesdes de pele e/ou
nervos. A forma borderline é um forte fator de risco para
desenvolvimento de SR1, mas as formas polares também podem
experimentar. As lesbes de pele tornam-se inflamadas,
edematosas e podem ulcerar. Neurite aguda pode levar ao dano
permanente da funcdao neural se n&o tratado rapidamente e
adequadamente (Lienhardt et al., 1994; Kahawita et al., 2008).

Reacdes tipo 2 (SR2) também conhecidas como eritema
nodoso hansénico (ENH), ocorrem somente em virchowianos (LL) e
borderline-virchowianos (BL) com alta carga bacilar e pouca ou
nenhuma imunidade celular ao M. leprae (Stefani et al., 2009).
Noédulos inflamados e péapulas, superficiais ou profundos, formas
bolhosas, pustulares, necroticas ou ulceradas também podem
ocorrer. Alguns ndodulos podem persistir como uma paniculite
crbnica e dolorosa levando a fibrose e cicatriz (Kahawita et al.,
2008).

ENH pode apresentar ainda sintomas sistémicos como
prostracdo, mal-estar, febre, edema periférico. Irite e episclerite,
orquite, linfadenopatia, = organomegalia, envolvimento de
articulacdes e proteinuria transitéria podem ocorrer.

Neurite na forma de nervos espessados, dolorosos e com
diminuicdo da funcéo pode fazer parte do ENH (Kahawita et al.,
2009).

Durante a reacdo reversa encontra-se na derme um denso
infiltrado celular, composto principalmente por monadcitos e ceélulas
CD4+, com edema associado ao granuloma. A andlise das lesbes
mostra maior expressao de RNA mensageiro para IL-1[3, IL-2, IL-6,
TNF-a e IFN-y, com diminuicdo de IL-4, IL-5 e IL-10.
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Adicionalmente, clones de células T isoladas destas lesbes s&o
predominantemente do tipo Thl. Esta resposta Thl exacerbada se
reflete no aumento de niveis séricos de TNF-a, receptor soluvel de
IL-2 e moléculas de ades&o. Tem se documentado uma maior
expressao de TNF-a em nervos periféricos do que na pele, sendo
esta citocina implicada na patogenia da desmielinizacéo inflamatoria
em modelos experimentais (Machado, 2005).

O ENH compreende reacdo inflamatoria sistémica
relacionada a deposicdo de imunocomplexos, semelhante a
imunorreagédo de Gell & Coombs, indicando mecanismos humorais
envolvidos. A imunopatogénese do ENH é bastante complexa,
tendo sido demonstrados, no soro dos pacientes, altos niveis
circulantes de IL-1 e TNF-q, paralelamente ao aumento tecidual na
expressao de RNA mensageiro para IL-6, IL-8 e IL-10, indicando
resposta Th2 (Mendonca et al., 2008). Adicionalmente, os niveis de
TNF-a e IL-1B se encontram elevados no soro destes pacientes, e
também nas lesdes. Embora a reacéo tipo 2 (SR2) seja descrita
como situacdo onde ha intensa producdo de citocinas Th2,
paradoxalmente tem se documentado existéncia também de uma
maior producao de IFN-y in situ e no sangue de pacientes em ENH.
O IFN-y pode amplificar a producdo de TNF-a e também contribuir

para alguns efeitos deletérios nestes pacientes (Machado, 2005).

IV.1.3 Aspectos Imunologicos

A primeira linha de interagdo entre o M. leprae e 0 homem é
mediada por receptores das células do hospedeiro que reconhecem

padrées moleculares das micobactérias, denominados receptores
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de reconhecimento de padrdoes (PRR). Exemplo s&o os receptores
Toll-like (TLRs), essenciais para o reconhecimento de patdégenos
pelos macréfagos e pelas células dendriticas durante a resposta
imune inata (Brightbill et al., 1999; Mendonca et al., 2008).

Os receptores TLR-2 sdo ativados por lipoproteinas do M.
leprae, e a capacidade de iniciar a resposta protetora esta
diretamente relacionada com a producédo de IL-12/23 e a
diferenciacdo de macrofagos e células dendriticas. Estas
apresentam o0 antigeno e causam ativacdo de células T pela
producao de IL-12 (Demangell et al., 2000). Este processo pode
levar a expanséo e diferenciacéo de ceélulas Thl produtoras de IFN-
Y, que induz os elementos das resposta imune responsaveis pela
eliminacao do bacilo.

Em modelos murinos de infeccéo intracelular, resposta imune
resistente versus suscetivel, parece ser regulada por duas
subpopulacdes de células T: Thl e Th2. Células T que produzem
interleucina 2 (IL-2) e interferon y (IFN-y), chamadas Th1,
aumentam a imunidade mediada por células . IFN-y ativa macréfago
e IL-2 estimula o crescimento de células T antigeno-especificas,
resultando em doenca mais branda ou cura. Células T que
produzem IL-4, IL-5 e IL-10, chamadas Th2, aumentam a resposta
humoral. IL-4 estimula a producdo de IgE e ambas, IL-4 e IL-10
estimulam células B e inibem ativacdo de macrofago resultando em
infeccao progressiva (Sieling et al., 1994; Goulart et al., 2002).

Na forma TT da doenca, IFN-y, IL-2 e linfotoxina-a sao
secretadas nas lesdes, resultando em atividade fagocitica intensa.
Macréfagos sob a influéncia dessas citocinas, juntamente com 0s

linfécitos, formam o granuloma. Os linfocitos CD4+ sdo encontrados
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principalmente dentro do granuloma , e os CD8+ s&o encontrados
na areas externa que o envolvem(Modlin et al., 1988).

A forma LL é caracterizada por pobre formacéo de granuloma.
A producado é predominantemente das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10.
Tem-se descrito que a IL-4 diminui a expressao dos TLR2 nos
monadcitos e que a IL-10 suprime a producdo de IL-12, 0 que esta
associado com a predominancia de linfocitos CD8+ nas lesfes
virchowianas (Modlin et al.,1988; Mendonca et al., 2008).

Diversos estudos vem demonstrando o perfil de citocinas no
sangue periférico com predominio de citocinas Thl nos pacientes
do pélo TT e Th2 no polo LL. Segundo Goulart e colaboradores,
niveis de IL-1, IL-6 e TNF-qa, detectados por ELISA, estdo mais altos
no soro e sobrenadantes de culturas de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de pacientes TT do que LL. Também nos
sobrenadantes de culturas de CMSP de pacientes TT, a IL-2 esta
em niveis bastante superiores aos niveis encontrados na forma LL,
onde IL-4 predomina no soro e sobrenadantes de culturas de CMSP
(Goulart et al.,, 2002). Entretanto, Machado e colaboradores
confirmaram observacdes prévias que a producéo de IFN-y € maior
em pacientes TT que pacientes LL, e correlacionaram niveis de
IFN-y com a forma clinica da doenca. Neste estudo foram testados
diversos antigenos micobacterianos e todos estimularam alta
producdao de IFN-y nos pacientes TT e baixa produgcdo nos
pacientes LL. Houve excecdo apenas do estimulo com BCG, em
que houve reversdo com altos niveis de producdo de IFN-y em
alguns pacientes LL (Machado et al.,1998).

As formas borderline do espectro da hanseniase sé&o
imunologicamente dinamicas, ocorrendo oscilagcdo entre as duas

formas polares. Nos pacientes BT, BB e BL, a progressiva reducéo
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da resposta mediada por célula da forma BT para a forma BL &
acompanhada por les0es de pele e nervos mais numerosas,
aumento da carga bacilar e dos niveis de anticorpos. A imunidade
humoral est4 presente nas formas LL e BL, e exibe altos titulos de
anticorpos especificos contra o glicolipidio-fendlico 1 (PGL-1),
antigeno especifico do M. leprae, sem contudo conferir protecao

significativa (Goulart et al., 2002; Mendonca et al., 2008).

IV.1.4 Sub-populacbes de Mondcitos

Mondcitos sdo pecas-chave do sistema imune e conectam as
respostas imunes inata e adaptativa. Sdo células criticas em muitas
doencas inflamatérias. Eles tém origem de um precursor mieldide
comum da medula éssea e se diferenciam nos tecidos em
macrofagos e células dendriticas (CDs) (Ziegler-Heitbrock et al.,
2000).

Baseada na expressdo dos receptores lipopolissacarideos
(LPS) CD14 e CD16, foram definidas duas subpopulactes de
monacitos : CD14++CD16- e mondcitos CD16-positivo (Passlick et
al., 1989). Entretanto, Ancuta e colaboradores, publicaram que a
subpopulacdo de monécitos CD16-positivo poderia ser subdividida
em distintas subpopulagdes: CD14++CD16+ e CD14+CD16++
(Ancuta et al., 2003).

Recentemente, Zeigler-Heitbrock e colaboradores propuseram
uma nova classificacdo dividindo as subpopulacdes de mondcitos
em classicos (CD14++CD16-), intermediarios (CD14++CD16+) e
nao-classicos (CD14+CD16++) (Zeigler-Heitbrock et al., 2010).
Wong e colaboradores (2012) demonstraram  algumas
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caracteristicas fenotipicas e funcionais das subpopulacbes de

monacitos. (Tabela 1).

Tabela 1: CARACTERISTICAS E FUNCOES DAS SUBPOPULACOES DE
MONOCITOS

CLASSICOS INTERMEDIARIOS NAO-CLASSICOS

FREQUENCIA 85% 5% 10%

RESPOSTA AO IL-10, G-CSF, CCL2,

ESTIMULO COMLPS RANTES, IL-6, IL-8 IL-6,1L-8 TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8

proliferacéo e ativacdo proliferagdo e ativagcdo
cels T, alta produgdo cels T, "patrulhamento”
ROS, angiogénese do endotélio

alta capacidade

FUNCOES -
fagocitica

Fonte: adaptado de Wong et al., 2012.

Como os mondcitos intermediarios eram considerados parte
da subpopulacdo de mondcitos nao-classicos |, foram
negligenciados em diversos estudos anteriores. Porém, o0s
monadcitos intermediarios mostraram relevancia clinica como em
pacientes com alto risco cardiovascular, onde a contagem elevada
de mondcitos intermediarios prediz um defecho desfavoravel nestes
individuos (Rogacev et al., 2011). Na infeccdo pelo HIV-1(virus da
imunodeficiéncia humana 1), o0s mondcitos intermediarios
expressam CCRD5, o corerreceptor para o virus HIV-1 (Zawada et
al., 2011).

Soares e colaboradores sugeriram um papel deletério da
subpopulacdo de mondcitos CD16+ na leishmaniose cutanea,
demonstrando forte correlacdo de sua expressao com o tamanho da
lesédo e os niveis de TGF-B no plasma, quanto seu possivel uso
como marcador na severidade da doenca e/ou desfecho

desfavoravel (Soares et al., 2006).
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Ha poucos estudos sobre o papel dos mondcitos na
hanseniase. Alguns, como o de Murray e colaboradores,
demonstrou que o M. leprae ndo induziu ativacdo nem maturacao
de células dendriticas mensuradas pela expressdo de marcadores
de superficie e producdo de citocinas inflamatérias como o
Mycobacterium tuberculosis e o0 Mycobacterium bovis bacilo
Calmette-Guerin (BCG), e provavelmente suprimiu a maturacao
destas células dendriticas (Murray et al., 2007). Segundo
Hashimoto e colaboradores, as células dendriticas infectadas pelo
M. leprae sdo menos eficazes na estimulacdo e ativacdo de
linfocitos T quando comparadas com as células dendriticas
infectadas pelo Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium. O M.
leprae € o Unico patdégeno que permanece resistente a imunidade
de células T mediada por células dendriticas, pelo menos nos
primeiros estagios da infeccdo (Hashimoto et al., 2002). Sinsimer e
colaboradores observaram que ao estimular cultura de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de individuos sadios,
o antigeno do M. leprae € capaz de ativar pobremente os

macrofagos e células dendriticas (Sinsimer et al., 2010).

IV.1.5 Moléculas Co-estimulatérias

Os individuos com hanseniase TT apresentam resposta
imune celular eficiente, enquanto que, os individuos LL tém
resposta celular deficiente, que € multifatorial, e também
apresentam anergia da célula T diante do antigeno de M. leprae. A
ativacdo, proliferacdo e producdo de citocinas de células T

antigeno-especificas dependem de dois sinais distintos das células
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7

apresentadoras de antigeno (APC). O primeiro € proveniente da
interacdo entre antigeno/MHC com o receptor da célula T (TCR). O
segundo, depende das moléculas co-estimulatorias. Entre estas,
CD80 e CD86, e seus receptores nas células T, CD28 e CD152
(CTLA-4), sao os mais estudados e os mais importantes (Sridevi et
al., 2004). Um estudo recente indicou que CD80 e CD86 parecem
diferir em suas habilidades de diferenciar e manter células Thl e
Th2 (Zea et al., 1998; Sridevi et al.,, 2004). Ha evidéncias na
literatura que sugerem a importancia das moléculas co-
estimulatorias na regulacdo da resposta imune normal e em
algumas doencas, embora nao esteja claro como o sinal co-
estimulatério influencie a resposta imune celular em individuos com
hanseniase.

Santos e colaboradores demonstraram forte expressédo de
CD80 em CMSP isoladas de pacientes com hanseniase LL durante
reacdo hansénica tipo 2 (ENH), em contraste com a baixa
expressao desta molécula em pacientes LL antes do ENH. Também
verificou forte expressdo de CD80 em CMSP isoladas de pacientes
com reacao hansénicatipo 1 (SR1) (Santos et al., 2006).

Os dados de Palermo e colaboradores, corroboram os dados
da literatura de que, para que haja ativacdo das ceélulas T pelos
antigenos, com proliferacdo e liberacdo de citocinas, sao
necessarios dois sinais. O primeiro é produzido pela interacéo entre
O receptor da célula T e o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) da célula apresentadora de antigeno
(APC). E o segundo, é mediado pela interacdo entre as moléculas
co-estimulatorias presentes na superficie das APCs com seus

ligantes nas células T (Palermo et al., 2012).
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A molécula CD40 expressa nas células B, tem seu papel
definido na imunidade humoral. A interacdo entre CD40 e seu
ligante CD40L, presente nas células T ativadas, é essencial para a
proliferacdo das células B, expressdo de marcadores de ativacéo,
producdo de imunoglobulina e troca de isotipos. Também é
necessaria para formacdo de células B de memodria e centros
germinativos. Expressao deficiente de CD40L em humanos leva a
inabilidade de produzir outros isotipos que n&o sejam IgM
(Sindrome hiper IgM), e a uma auséncia de centros germinativos.
Adicionalmente, a interacdo CD40-CD40L €& crucial no
desenvolvimento de doencas autoimunes em modelos animais, tem
impacto na regulacdo do crescimento de alguns carcinomas e esta

envolvida na selecéo timica (Laman et al., 1996).

V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1 PACIENTES

Estudo de corte transversal em que foram selecionados 34
pacientes de hanseniase sem reacdes hansénicas, sendo 22 da
forma paucibacilar e 12 da forma multibacilar. Para comparacao ,
foram selecionados 26 pacientes com reacdes hansénicas, sendo
13 com reacdao tipo 1 ou reacéo reversa e 13 com reacao tipo 2 ou
eritema nodoso hansénico. O grupo de pacientes com reacdes nao
estava usando corticosteréides nem imunossupressores.

Os individuos foram captados no ambulatorio Magalh&es Neto

do Hospital Universitario Prof. Edgar Santos e no Hospital Dom
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Rodrigo de Menezes, em uma amostra selecionada por
conveniéncia.

Entraram no estudo todos os individuos que estavam de
acordo com os critérios de inclusdo. O diagnostico de hanseniase e
das reacdes hansénicas foi feito através do exame clinico, biopsia

da pele e baciloscopia da linfa.

V.1.2 Ambulatério Magalhdes Neto e Hospital Dom Rodrigo

de Menezes

Os pacientes foram selecionados do ambulatorio de
dermatologia Magalhdes Neto do Hospital Universitario Prof. Edgar
Santos, local de referéncia na Bahia para o tratamento de
hanseniase e suas complicacfes. Esta em funcionamento desde
1992 e atende cerca de 60 pacientes por més com hanseniase.

Foi necessario selecionar alguns pacientes do Hospital Dom
Rodrigo de Menezes para completar a amostra, este também é

local de referéncia para o tratamento da hanseniase.

V.1.3 Pacientes Paucibacilares

Sao aqueles diagnosticados com hanseniase da forma clinica
indeterminada, tuberculdide (TT) ou borderline tuberculdéide (BT),
todas com baciloscopia negativa. Geralmente apresentam poucas
manchas hipocrémicas ou eritematosas, algumas podem esbocar
uma borda elevada nas forma TT e BT. Distribuicdo assimétrica e

com alteracéo da sensibilidade.
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V.1.4 Pacientes Multibacilares

Sao os pacientes com hanseniase da forma clinica borderline
tuberculdide (BT), borderline borderline (BB), borderline virchowiana
ou lepromatosa (BL) e virchowiana ou lepromatosa (LL), todas com
baciloscopia positiva. Clinicamente manifestam manchas, placas,
nédulos ou infiltracdo na pele, com acometimento extenso da pele e

tendéncia ao surgimento simétrico das lesées pelo corpo.

V.1.5 Pacientes com Reacao Hansénicatipo 1

Apresentam reacdo tipo 1 pacientes com as formas
tuberculdide e borderline, onde ocorre um aumento abrupto da
resposta imune mediada por célula contra antigenos do M. leprae.
Normalmente, a reacdo manifesta-se por exacerbacdo das
manchas com edema das mesmas, eritema e descamacao, podem
aumentar em numero e em tamanho, e associar-se com febre,
astenia e neurite.

Dividimos as reagcOes hansénicas em duas categorias:
grave e leve/moderada. A reacdo tipo 1 foi considerada grave
guando o paciente apresentava placas e manchas disseminadas
pelo corpo todo, associadas ou nao a sintomas Sistémicos como
mal-estar, febre, artralgias. A reacdo tipo 1 foi considerada
leve/moderada quando o paciente apresentava placas ou manchas

em areas localizadas, sem associagcao de sintomas sistémicos.
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V.1.6 Pacientes com Reacdo Hansénicatipo 2

Este tipo de reacdo ocorre em pacientes multibacilares, LL e
BL, e caracteriza reacao inflamatdria sistémica de imunopatologia
mais complexa. Clinicamente surgem ndédulos subcutaneos
dolorosos que podem ulcerar, manchas e placas infiltradas
disseminadas pelo corpo. Podem estar associados neurite e
acometimento de outros 6rgdos ou sistemas como orquite, nefrite,
iridociclite entre outros. O paciente frequentemente se queixa de
febre, dor no corpo, astenia, artralgias.

A reacdo tipo 2 foi considerada grave pela presenca de
nédulos disseminados ou nédo, associados a sintomas sistémicos
como prostracao, febre, artralgias e/ou edema das articulacdes,
vOmitos. A reacdo tipo 2 leve/moderada consistia em nddulos

localizados associados a prostracdo ou nao, com febre ou nao.

V.2 MARCACAO PARA CITOMETRIA DE FLUXO

V.2.1 Experimento Ex-vivo

Foram coletados 20 ml de sangue periférico heparinizado e
iniciado o protocolo de separacdo de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP). As CMSP foram isoladas atraves de
gradiente de concentracdo com Fycoll-Hypaque. Apds 0 processo
de 3 lavagens com NaCl 0,9%, as CMSP foram ressuspensas em
meio de cultura com RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF
inativado, hepes e gentamicina 100 IU/ml. CMSP foram marcadas

ex-vivo com 0s seguintes anticorpos para determinar as sub-
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populagdes de mondcitos: anti-CD14 - APC / anti-CD16 - PE e os
anticorpos anti-MHC Il — FITC/ anti-CD80 — FITC/ anti-CD40 — PE/
anti-CD86 — PerCP-Cy5.5 para avaliar o grau de ativacéo celular.
Apo6s o protocolo de marcacao ex-vivo as ceélulas foram adquiridas
no citdbmetro CANTO Il BD.

Para o controle do experimento foram utilizados isotipos
controles IgG1 em todas as fluorescéncias e o seguinte protocolo:
apos a separacdo de CMSP foram adicionados aos tubos para
FACS 1x10° células. Essas foram centrifugadas por 5 minutos a
1500 RPM, 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi solto.
Em seguida adicionou-se 2ul de cada anticorpo e completou o
conteudo para 20ul com solucao salina ndo estéril. Foi mantido por
4°C durante 15 minutos ao abrigo da luz. Adicionou-se 200ul de
solucéo salina ndo estéril e foram centrifugados por 5 minutos, 1500
RPM a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet solto. Para
finalizar a parte experimental, foi adicionado 250yl de
paraformoldeido a 4% para fixar o material e em outro momento ser

adquirido no citdmetro de fluxo.

V.3 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo de corte transversal em que os individuos
selecionados foram separados em 3 grupos: hanseniase sem
reacdo (n=34), hanseniase com reacao tipo 1 (n=13) e hanseniase
com reacao tipo 2 (n=13) para comparacdo. Apdés termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) ter sido assinado pelo

paciente, foi aplicado questionario para coleta de dados. Ao final, 20
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ml de sangue foi coletado em tubo heparinizado e levado para

iniciar o protocolo de separacao de CMSP.
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V.3.1 Fluxograma llustrativo

Figura 1: Fluxograma do estudo
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V.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

- diagnéstico confirmado de hanseniase atraves de exame clinico,
exame histopatolégico por bidpsia de pele e baciloscopia da linfa;

- classificac&o de acordo com Ridley & Jopling (1966) nas formas
clinicas I, TT, BT, BB, BL, LL;

- concordancia em participar e assinatura do TCLE

V.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- uso de corticosteroide, talidomida ou imunossupressores
- gestantes

- menores de 18 anos e maiores de 65 anos

V.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado para comparacéo entre duas variaveis continuas
independentes, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para
analise de trés variaveis continuas independentes, foi utilizado a

teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

O programa escolhido foi o Graphpad prism 5.0 (Graphpad
software, San Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que
0,05 (p<0,05).
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V.7 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi elaborado segundo as diretrizes éticas
internacionais para pesquisas biomédicas envolvendo seres
humanos (Resolucdo 196/96 CNS, 1996), e foi aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa (CEP/CONEP) do Hospital
Universitario Professor Edgar Santos (HUPES) da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) cadastro 50/10, parecer datado de
07/10/2010. Para a coleta no Hospital Dom Rodrigo de Menezes, foi
aprovado um adendo do projeto pelo CEP/CONEP sob parecer n°.
50/2010.
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VI. RESULTADOS

VI.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS

Os individuos do presente estudo foram assim distribuidos: 34
com hanseniase sem surto reacional (SR), onde 18 sdo do sexo
feminino e 16 do sexo masculino. A idade média é de 42 anos. O
tratamento poliquimioterapico recebido por 22 deles foi PQT
paucibacilar e 12 receberam PQT multibacilar. O indice bacilar (IB)
médio dos individuos PB foi zero e o IB médio dos individuos MB foi
2,5. Quanto a forma clinica, 11 foram classificados como forma
indeterminada (I), 8 como tuberculoide (TT), 3 como borderline
tuberculoide (BT), 3 como borderline borderline (BB), 3 como
borderline virchowiano (BL) e 7 como virchowiano ou lepromatoso
(LL).

O grupo com surto reacional tipo 1 (SR1) foi composto por 13
individuos, dos quais 6 sdo do sexo feminino e 7 do sexo
masculino. A idade média é de 44 anos, o tratamento PQT-PB foi
indicado para 3 individuos e o tratamento PQT-MB foi indicado para
10 individuos. O IB médio foi de 1. Quanto a forma clinica, 6 foram

classificados como BT, 5 como BB e 2 como BL.

O grupo com surto reacional tipo 2 (SR2) foi composto por 13
individuos, dos quais 4 sdo do sexo feminino e 9 s&do sexo
masculino. A idade média é de 38 anos e o tratamento dispensado
aos 13 pacientes foi PQT-MB. O IB médio foi de 3. Quanto a forma
clinica, 6 deles foram classificados como BL e 7 como LL (Tabela
2).
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Tabela 2: CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS DOS
PACIENTES COM HANSENIASE INCLUIDOS NO ESTUDO

GRUPO n SEXO IDADE PQT(n) Indice Bacilar Forma Clinica
n(%) m(min-max) m+DP I TT BT BB BL LL

sem SR 34 18(F-53) 42(18-65) PB(22) PB:0 11 8 3 3 3 7
16(M-47) MB(12) MB:2,5(1,9)

SR1 13 6(F-46) 44(26-65) PB(3) 1(0,97) 0 06 5 2 0
7(M-54) MB(10)

SR2 13 4(F-31) 38(18-49) MB(13) 3(1,2) 0 00 O 6 7
9(M-69)

Ndo SR- sem surto reacional n-Tamanho da amostra m-Média PQT-
Poliquimioterapia I-Indeterminada TT-Tuberculéide BT-Borderline tubercul6ide BB-
Borderline borderline BL-Borderline lepromatoso LL-Lepromatoso PB-Paucibacilar
MB-Multibacilar F-Feminino M-Masculino DP-Desvio padrao

Quanto a gravidade das reacfes hansénicas, no grupo com
surto reacional do tipo 1, 7 pacientes apresentaram reacao reversa
leve a moderada, caracterizada por poucas manchas ou placas sem
sintomas como febre ou indisposicao. Os outros 5 pacientes
apresentaram reacdo reversa mais (rave, caracterizada por
indmeras manchas ou placas distribuidas pelo corpo, e apenas 1
apresentou febre e indisposi¢cdo. Houve 1 paciente que manifestou
0 surto tipo 1 sob a forma de neurite apenas.

No grupo com surto reacional do tipo 2, todos apresentaram
eritema nodoso leproso, dos quais 9 variavam de leve a moderado,
com poucos nodulos pelo corpo, indisposicdo, mal-estar. A febre
surgiu em apenas 2. Quatro apresentaram ENL grave,
caracterizado por inumeros nodulos eritematosos e dolorosos

espalhados pelo corpo, febre, mal-estar, artralgias e/ou edema das
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articulagbes e prostracdo. Apenas 1 paciente com ENL leve nao

apresentou nenhum sintoma sistémico (Tabela 3).

Tabela 3: CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM
REACOES HANSENICAS

n SEXO IDADE GRAVIDADE FEBRE PROSTRAGCAO ARTRITE/ NEURITE

(%) m DA REACAO ARTRALGIA
REACAO 1 13 6(F-46) 44 grave:5 - - 1 1(isolada)
(RR) 7(M-54) leve/moderada: 7
REACAO 2 13 4(F-31) 38 grave: 4 4 4 3 1
(ENH) 9(M-69) leve/moderada: 9 2 7 - 2

n — Tamanho da amostra RR - Reacao reversa ENH — Eritema nodoso hansénico
m— Média F — Feminino M — Masculino

RR grave: lesdes corpo todo com ou sem sintomas sistémicos

RR leve/moderada: lesdes localizadas sem sintomas sistémicos

ENH grave: lesbes disseminadas ou ndo, associadas a sintomas sistémicos

ENH leve/moderado: lesbes localizadas com ou sem sintomas sistémicos

VI.2 AVALIACAO DOS MONOCITOS E MOLECULAS CO-
ESTIMULATORIAS NOS INDIVIDUOS COM REACOES E SEM
REACOES HANSENICAS

VI.2.1 FREQUENCIA DAS SUBPOPULACOES DE MONOCITOS
NOS GRUPOS COM REACOES E SEM REACOES

A figura 2 mostra a frequéncia das subpopulacbes de
monaocitos classicos, intermediarios e nao-classicos distribuidos em
2 grupos, hanseniase sem reacdo e hanseniase com reagoes.
Houve diferenca estatisticamente significante na expressao dos

monaocitos intermediarios, que foi maior no grupo com reacdes
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hansénicas. Quanto aos monaocitos nao-classicos, foi significante

sua expressao menor No grupo com reagﬁes.

Figura 2: FREQUENCIA DAS SUBPOPULACOES DE MONOCITOS NOS
GRUPOS COM REACOES E SEM REACOES HANSENICAS
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Pacientes com reagcfes hansénicas (n=26) e pacientes sem reacfes (n=34). Andlise
estatistica pelo Teste de Mann-Whitney. *p<0,0001 e **p=0,05

VI.22 EXPRESSAO DA  MOLECULA CD86  NAS
SUBPOPULACOES DE MONOCITOS NOS GRUPOS COM
REACOES E SEM REACOES

A figura 3 mostra a expressdo da molécula co-estimulatoria
CD86 nas subpopulacées de mondcitos classicos, intermediarios e
nao-classicos.

A comparacdo entre os grupos de pacientes com ou sem
reacdes hansénicas mostra uma expressdo maior nas

subpopulacdes de mondcitos classicos e intermediarios.
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Figura 3: EXPRESSAO DA MOLECULA CD86 NAS SUBPOPULACOES DE
MONOCITOS NOS GRUPOS COM REACOES E SEM REACOES
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD86. Pacientes com
reacdo hansénica (n=26) e pacientes sem reacdo (n=34). Analise estatistica pelo
Teste de Mann-Whitney. *p=0,0374 e **p=0,0181

VI.2.3 EXPRESSAO DA MOLECULA CO-ESTIMULATORIA CD40
NAS SUBPOPULACOES DE MONOCITOS NOS GRUPOS COM
REACAO E SEM REACAO HANSENICA

A figura 4 mostra uma maior expressao da molécula CD40
nos monocitos do grupo com reacdes ao compara-lo com o grupo

sem reacdes hansénicas.
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Figura 4: EXPRESSAO DA MOLECULA CD40 NOS MONOCITOS DOS
GRUPOS COM REACOES E SEM REACOES
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD40. Pacientes com
reacdo (n=26) e pacientes sem reacdo hansénica (n=34). Andlise estatistica pelo
Teste de Mann-Whitney. *p=0,03

VI.2.4 FREQUENCIA DE SUBPOPULACOES DE MONOCITOS
ENTRE OS GRUPOS REACIONAIS 1 E 2

A figura 5 mostra a frequéncia de subpopulacbes de
monaocitos entre individuos com reacdes hansénicas tipos 1 e 2.
Entre os individuos com reacfes hansénicas, tanto tipo 1 como tipo
2, ha predominio da subpopulacdo de mondcitos classicos sobre as
demais. Nao ha diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.
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Figura 5: FREQUENCIA DE SUBPOPULACOES DE MONOCITOS ENTRE
OS GRUPOS COM REACOES HANSENICAS TIPOS 1 E 2
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Pacientes com reacdo tipo 1 (n=13) e pacientes com reacgéo tipo 2 (n=13). Andlise
estatistica pelo Teste de Mann-Whitney.

VI.2.5 EXPRESSAO DA MOLECULA CO-ESTIMULATORIA CD86
NAS SUBPOPULACOES DE MONOCITOS DE PACIENTES COM
REACOES HANSENICAS TIPOS1E 2

A Figura 6 mostra a expressao da molécula co-estimulatoria
CD86 nas subpopulacbes de monocitos nos grupos com reacoes
hansénicas tipos 1 e 2. Sua expressdao € predominante e
estatisticamente significante nas subpopulacées de mondcitos
intermediarios tanto no surto reacional 1 quanto no surto reacional
2.
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Figura 6: EXPRESSAO DA MOLECULA CD86 NAS SUBPOPULAGOES DE
MONOCITOS DE PACIENTES COM REAGCOES HANSENICAS TIPOS 1 E 2
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD86. Pacientes do grupo
reacional tipo 1 (n=13) e pacientes do grupo reacional tipo 2 (n=13).

Andlise estatistica pelo Teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn utilizados para
analisar a diferenca entre os grupos. *p=0,0048 **p=0,0015 ***p=0,0002

VI.2.6 EXPRESSAO DAS MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS
CD80 E CD40 NOS MONOCITOS DE PACIENTES COM
REACOES HANSENICAS TIPOS 1 E 2

A figura 7 mostra expresséao significante da molécula CD 80
no grupo reacional tipo 1 quando comparado ao grupo reacional tipo
2. Nao houve diferenca para a molécula CD40 entre 0s grupos

reacionais.
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Figura 7: EXPRESSAO DAS MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS CD80 E
CD40 NOS MONOCITOS DE PACIENTES COM REACAO HANSENICA 1 E 2
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) das moléculas CD80 e CD40. Pacientes
do grupo reacional tipo 1 (n=13) e pacientes do grupo reacional tipo 2 (n=13). Analise
estatistica pelo Teste de Mann-Whitney. *p=0,0257

VI.2.7 EXPRESSAO DA MOLECULA MHC Il NAS SUB-
POPULACOES DE MONOCITOS DE PACIENTES COM
REACOES HANSENICAS TIPOS1E 2

A figura 8 mostra a expressao da molécula MHC Il nos grupos
reacionais hansénicos tipos 1 e 2. A expressao foi maior e
estatisticamente significante nos mondcitos classicos do grupo
reacional tipo 1 comparado ao grupo reacional tipo 2. Nas demais
subpopulacdes nédo houve diferenca.
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Figura 8: EXPRESSAO DA MOLECULA MHC Il NAS SUB-POPULACOES
DE MONOCITOS DE PACIENTES COM REAGCOES HANSENICAS TIPOS 1
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Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula MHC II. Pacientes do grupo
reacional tipo 1 (n=13) e pacientes do grupo reacional tipo 2 (n=13). Andlise estatistica
pelo teste de Mann-Whitney. *p=0,0257
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VII. DISCUSSAO

Os resultados epidemiologicos do presente estudo
constataram propor¢cdo mais elevada do sexo feminino (53%) na
distribuicdo de casos de pacientes com hanseniase sem reacdes
hansénicas. Apesar de haver dados na literatura em que o
predominio do sexo masculino é mais frequente, também ha
trabalhos que mostram que pode haver distribuicdo semelhante nos
dois sexos ou preponderancia feminina (Lana et al., 2000; Grossi,
2005). Quanto a idade média (42 anos) de aparecimento da
doenca, esta de acordo com a literatura. Como as doencas de longo
periodo de incubac&o, a maioria dos casos situa-se entre 20 e 50
anos, 0 que permite afirmar que a hanseniase € uma doenca do
adulto jovem e do adulto (Lana et al., 2000). Quanto a forma clinica,
na nossa amostra de pacientes com hanseniase sem reacdes ha
predominio da forma paucibacilar (n=22) sobre a multibacilar
(n=12), o que contraria alguns estudos da literatura, onde a maioria
dos individuos € diagnosticada tardiamente, geralmente em alguma
forma clinica multibacilar, especialmente em areas desfavorecidas
economicamente (Ribeiro Junior et al., 2012).

No grupo de reacdes hansénicas, tanto tipo 1 como tipo 2, o
predominio é nos individuos do sexo masculino, especialmente para
o eritema nodoso leproso (9 homens).

Monacitos sdo células que participam tanto da resposta imune
inata como da adaptativa servindo de link entre as duas, possuindo
capacidade de diferenciar-se em macroéfagos e células dendriticas.
As CDs, que séo células profissionais apresentadoras de antigenos,

sdo muito eficientes na ativacdo de células T. Elas conferem ao
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sistema imune inato a habilidade de ativar a resposta imune
mediada por células contra os patégenos (Modlin et al., 2010).

Ha estudos que ja descreveram a frequéncia de
subpopulacdes de mondcitos em individuos sadios como Strauss-
Ayali e colaboradores, onde a subpopulacdo de mondcitos proé-
inflamatoérios (CD14+CD16+) consiste de 5-10% do total de
monaocitos no sangue periférico (Strauss-Ayali et al., 2007).
Recentemente, os mondcitos receberam uma nova nomenclatura e
divisdo em trés subpopulacdes de acordo com expressédo de CD14
e CD16 em classicos (CD14++CD16-), intermediarios
(CD14++CD16+) e nao-classicos (CD14+CD16++) (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010).

Franciscon (2013) demonstrou que as subpopulacdes de
monaocitos classicos sdo os mais freqlentes tanto em individuos
sadios como em portadores de hanseniase pauci e multibacilar. No
presente estudo, verificamos a frequéncia das subpopulacbes de
monaocitos para o grupo pacientes com reacdes hansénicas e
comparamos com o0 grupo de individuos sem reacfOes. Os
monaocitos classicos predominam nos dois grupos, mas o que foi
estatisticamente significante foi o aumento dos mondcitos
intermediarios no grupo com reacoes, reforcando nossa hipétese de
gue mondcitos proé-inflamatoérios tém papel relevante na patogenia
dos episddios reacionais. Entretanto, os mondcitos nao-classicos
mostraram diminuicdo no grupo reacional quando comparados ao
grupo sem reacOes. Estes dados indicam que embora 0os mondcitos
nao-classicos sejam considerados proé-inflamatérios, na vigéncia
das reacdes a subpopulacdo de mondcitos intermediarios tem maior

participacdo no processo inflamatorio.
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A expressao de moléculas co-estimulatorias na superficie das
células dendriticas tém papel crucial na origem de resposta eficiente
das células T (Santos et al., 2006). Dados prévios da literatura sao
escassos e controversos quanto a expressado de CD80 e CD86 na
hanseniase, sugerindo que CD80 ora tem papel na anergia de
pacientes virchowianos ora expressao aumentada como preditor de
estados reacionais (Santos et al.,, 2007; Palermo et al.,, 2012).
Palermo e colaboradores (2012) demonstraram expressao de CD86
deficiente em mondcitos de pacientes virchowianos (LL), em
contraste com Franciscon (2013) que encontrou expressao
aumentada de CD86 em pacientes multibacilares. No presente
estudo, encontramos forte expressdao de CD86 nos mondcitos
classicos e nos monaocitos intermediarios do grupo reacional quando
comparado ao grupo sem reacOes hansénicas, corroborando os
dados de alguns estudos sobre a importancia da molécula CD86 na
imunidade celular. Para exemplificar, Hashimoto e colaboradores
(2002) demonstraram que, enquanto o BCG aumentou expressao
nas CDs de MHC |, MHC 1l e CD86 e induziu vigorosa resposta
imune celular, o M.leprae inibiu a expressdao de MHC |, MHC 1l e
CD86. Na asma brénquica ndo-atopica, Rutkowski e colaboradores
(2003) demonstraram que a expressao de CD86 e CD80 em
monacitos isolados do sangue periférico estavam significantemente
aumentados ao compara-lo ao grupo de individuos sadios. Este
dado sugere que a maior expressdo destas moléculas co-
estimulatorias aumenta a habilidade dos monécitos em apresentar
antigenos aos linfocitos e, aumenta o processo inflamatorio na
asma bronquica nado-atopica.

Quanto a molécula CD80 n&do encontramos diferenca entre os

grupos sem reacdo e com reacdo hansénica (dados néo

57



mostrados). Por outro lado, quando comparamos a expressao de
CDB80 entre os grupos reacionais 1 e 2, a expressao foi maior no
surto reacional do tipo 1 e significante ao compara-la ao surto tipo 2.

A molécula co-estimulatoria CD40 é expressa juntamente
com CD80 e CD86 nas células dendriticas em resposta a citocina
IL-12, um indutor da resposta imune Thl, através do estimulo a
producdo de INF-y e fator de crescimento para células T (Santos et
al., 2006; Banchereau et al., 2000). Hashimoto e colaboradores
(2002) demonstraram que CD40L (ligante do CD40) deve ter papel
importante na maturacdo das ceélulas dendriticas, e aumenta a
funcdo apresentadora de antigenos das células dendriticas
infectadas pelo M. tuberculosis. Entretanto, a ligacdo com
moléculas CD40 nas células dendriticas infectadas pelo M. leprae
aumentou a expressdao de CD86 mas nao alcancou o nivel
necessario para estimular uma resposta das células T. Por outro
lado, tem se descrito a participacdo de CD40 na resposta imune
humoral através do estimulo de células B (Laman et al., 1996). No
presente estudo, encontramos expressao significativa da molécula
CD40 no grupo reacional quando comparado ao grupo sem
reacOes, 0 que sugere um papel para CD40 nos dois tipos de
reacdo, através da amplificacdo da via de imunidade celular (SR1)
ou humoral (SR2).

Depois de verificarmos a frequéncia de mondcitos e ativagao
celular destes através da expressao de moléculas co-estimulatérias
entre 0s grupos com reacdo e sem reacao hansénica, estudamos
as mesmas variaveis entre 0s grupos reacionais apenas, buscando
diferencas entre as reacoes tipo 1 e tipo 2.

Quanto a frequéncia de mondcitos, ndo houve diferenca entre

0S grupos de reacdo tipo 1 e tipo 2, mantendo o padrdo de
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predominio dos mondocitos classicos em ambos grupos. Existe um
maior nimero de mondcitos nao-classicos nos pacientes do grupo
reacional tipo 1 comparado aos do grupo reacional tipo 2 mas nao
estatisticamente significante.

A molécula CD86 é mais expressada na subpopulacdo de
monadcitos intermediarios tanto na reacao tipo 1 quanto na reacéo
tipo 2, quando comparada as subpopulagcdes de mondcitos
classicos e nao-classicos dos mesmos grupos. Este dado indica
gue a maior expressdo de CD86 em mondcitos intermediarios pode
ser importante na patogénese das reacdes hansénicas.

A molécula CD40 né&o mostrou diferenca de expressao entre
0S grupos. Mesmo com dados controversos na literatura sobre o
papel de CD80, nosso estudo corrobora a hipotese de participacao
ativa na resposta imune celular na infeccdo pelo M. leprae, nao
podendo afirmar o mesmo sobre a molécula CD40.

O complexo principal de histocompatibilidade classe 1l (MHCII)
tem papel fundamental no desenvolvimento da resposta imune.
Presente nas células apresentadoras de antigenos, participa da
ativacdo de células T facilitando o reconhecimento de patdégenos e
ativando estas células. Ha estudos que mostram que a deficiéncia
de MHC Il diminui a producdo de TNF-a por mondcitos e
macroéfagos, quando sdo estimulados com o agonista do receptor
toll-like 4 (TLR4) (Liu X et al, 2011). Embora n&o tenhamos
encontrado diferenca na expressdo de MHC Il nas subpopulaces
de mondcitos entre 0s grupos com reacdo e sem reacdo hansénica
(dados ndo mostrados), quando comparamos 0s grupos de reacao
tipo 1 e tipo 2, existe uma maior expressdo de MHC Il nos
monacitos classicos no SR1, dado que sugere que no contexto do

SR1 esta molécula possa contribuir com estimulo da resposta
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inflamatoria. Outro ponto que nos chamou atencéo foi a expressao,
acima da média do grupo, de MHC Il no SR1 (figura 8) de um anico
individuo. Curiosamente, € 0 mesmo sujeito que apresenta
expressao bastante aumentada de CD80 no SR1 (figura 7),
destoando do restante do grupo. E importante frisar que, este
individuo, apresentava surto reacional tipo 1 grave, com placas
eritematosas distribuidas por todo o corpo. A analise estatistica foi
realizada com e sem os dados deste sujeito, e a retirada destes nao
alterou o resultado da andlise, que manteve a diferenca

estatisticamente significante.
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VIll. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

1. Avaliar o papel das subpopulacdes de mondcitos in situ nas
reacOes hansénicas

2. Verificar a influéncia do tratamento medicamentoso das
reacdes hansénicas no comportamento das subpopulacdes de
monadcitos

3. Comparar resultados de pacientes em tratamento e virgens de
tratamento com MDT

4. Estudar se ha diferencas de subpopulacbes de monocitos

entre as formas clinicas da hanseniase
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IX. CONCLUSOES

Os mondcitos intermediarios e a molécula CD86 tém maior
expressao em pacientes com reacdes hansénicas, podendo exercer
um importante papel na sua patogénese. Outras moléculas como
CD40, CD80 e MHC Il também podem contribuir para amplificar a

resposta inflamatéria nos diferentes tipos de reacdes.
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X. SUMMARY

Background: Leprosy is a chronic and granulomatous infectious
disease caused by Mycobacterium leprae, which has preference for
periferic nerves and skin. The clinical presentations and the
exacerbated inflammatory episodes named leprosy reactions,
depends on the host immune response, predominantly cellular or
humoral. Monocytes are derived from bone marrow and have active
participation on the host immune response development against
M.leprae.Monocytes become dendritic cells and macrophages, both
of them are APCs, crucial in innate immune response and connect
to adaptive immune response when they activate auxiliary T cells.
Objective: Evaluate monocytes subsets and the activation degree
through deteccion of surface molecules CD80, CD86, CD40 and
MHC 1l on the clinical expression of leprosy and the reactions.
Methodology: 20 ml of blood heparinized were collected from PB
(n=22), MB (n=12), SR1 (n=13), SR2 (n=13) and was performed the
separation of mononuclear cells and the activation degree was
determined by flow cytometry by staining of MHC II, CD80, CD86
and CD40. Results: Patients with leprosy reactions presented
increased CD86, CD40 and intermediate monocytes expression.
CD80 and MHC Il were more expressive in the leprosy reaction type
1 group.Conclusions: Intermediate monocytes and CD86 can be
crucial in leprosy reactions pathogenesis. The others molecules
CD40, CD80 and MHC Il can also contribute to increase the
inflammatory response in different leprosy reactions.

Key-words: leprosy, monocytes subsets, costimulatory molecules
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XII. ANEXOS

XI1.1 FICHA CLINICA

. UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROFESSOR EDGAR SANTOS S‘”""" de
; AMBULATORIO DE HANSENIASE munofog_ﬂ
SERVICO DE IMUNOLOGIA

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETICOS EM
HANSENIASE

FICHA CLINICA

A- DADOS DE IDENTIFICAGAO

1. INICIAIS — RG HUPES:

. DATA DE NASCIMENTO: / /

. IDADE: ANOS
. GENERO: a) Maculino () b) Feminino ( )

. PROFISSAOQ:

. TELEFONE:

2
3
4
5. FOTOTIPO (Fitzpatrick): a) I ( ) b)II( ) c)lli( ) d)yIV( )e)V( )fHVI( )
6
7
8

. COMUNICANTES COM MH: () Sim ( )Nao Quantos?

B- DADOS CLINICOS

1. MES E ANO DE DIAGNOSTICO DA HANSENIASE:

2. CLASSIFICACAO DA HANSENIASE: a)I( ) b)TT( ) ¢)BT( ) d)BB( )
e)BL( ) fLL( )

3. SURTO REACIONAL: a)TipoI( ) b) Tipo Il ( ) ¢) Nao-classificado ( ) d) Nao ( )
4. BACILOSCOPIA: a) Negativa( ) b)Positiva( ) IB=
5. AP:
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6. APRESENTA OUTRAS DOENCAS CRONICAS? ( )Sim ( ) N&o

Quais?
7. ENCONTRA-SE EM USO DE MEDICAMENTO? ( ) Sim ( ) Nao
Quais?
8. COLETA DE SANGUE:
a) Data / / PQT:( )Sim ( )Ndo SR1{ ) SR2Z{ ) sem SR (
Pred({ )} Talid( ) ImSup ()
b) Data / / POQT:( )Sim ( )N&o SR1( ) SRZ{ ) sem SR (
Pred({ )} Talid( ) ImSup ()
c) Data / / POQT:( )Sim ( )N&o SR1( ) SRZ{ ) sem SR (
Pred({ ) Talid( ) ImSup ()
d) Data / / PQT:( )Sim ( )Ndo SR1( ) SRZ{ ) sem SR (
Pred{ } Talid ( ) ImSup { )

9. PQT( )MB ( )PB DATAINICIO:

( ) ESQUEMA ALTERNATIVO. QUAL?

DATA ALTA:

/

/

)

)

)

)

RESPONSAVEL PELA AVALIACAO:

DATA: / /
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XIl.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AMBULATORIO DE HANSENIASE

HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS - UFBA
Rua Augusto Viana, s/n — Canela — CEP 40140.000 — Salvador-BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAR DO ESTUDO “AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNE E
MARCADORES GENETICOS NA HANSENIASE”

Investigador Principal: Paulo Roberto Lima Machado, Médico, Ambulatorio de
Hanseniase, Servico de Dermatologia, Hospital Universitario Prof. Edgard
Santos — UFBA, Rua Joao da Botas s/n, Canela, CEP 40.110-160, Salvador-BA

Nome do
Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo
avaliar a associacdo entre resposta imune e genética com as formas clinicas
da hanseniase e estados reacionais. Esta participacdo implica na sua
concordancia em submeter-se a uma coleta de amostra de sangue e retirada
de um fragmento da lesdo de pele (biopsia). Além das informacdes aqui
presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico.

Participacdo Voluntaria:

A sua participacdo no estudo € voluntaria e vocé estara contribuindo para o
melhor entendimento da sua doenca. Vocé é livre para recusar a participar do
estudo, ou se retirar em qualquer época ap0s 0 seu inicio sem afetar ou
prejudicar a qualidade e a disponibilidade da assisténcia médica que lhe sera
prestada. Vocé nado sera diretamente beneficiado com os resultados dos testes
realizados na pesquisa, mas podera solicita-los a qualquer tempo.

Finalidade do estudo:

Este estudo tém a finalidade de avaliar a influéncia da resposta imune e
genética nas formas clinicas da hanseniase e estados reacionais.
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Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé doara 40 mililitros de sangue
venoso, que sera coletado por profissional capacitado para tal, com o auxilio de
seringas e agulhas descartaveis. Além disso sera feita uma bidpsia da lesao de
pele apos anestesia local, procedimento usado normalmente para o diagndstico
da doenca. Com a parte liquida do sangue nés iremos verificar se vocé tem
infeccdo por germes que causam hepatite (virus B e C), alem do virus HIV
(causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), HTLV e outros virus
gue possam modificar a resposta do seu sistema de defesa. O resultado destes
exames lhe sera fornecido. A outra parte do sangue sera usada para estudar
sua resposta de defesa contra a bactéria que causa hanseniase e para estudar
alguns marcadores genéticos. Vocé pode solicitar estes resultados.

Confidencialidade:

Qualguer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados seréo
divulgados na forma de comunicacéo cientifica, ndo permitindo a identificacdo
individual dos participantes.

Analise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos
raros pode provocar dor leve e sangramento apoés retirada da agulha. Caso
isso aconteca, todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente
habilitados. A biopsia de pele € a retirada de pequeno fragmento da lesdo de
pele, sendo rotina para o diagnéstico de sua doenca. Sera feita somente apds
anestesia local por médico do ambulatério de hanseniase, para evitar
desconforto ou dor e podera deixar uma pequena cicatriz.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Este estudo visa avaliar a existéncia de interacdo da resposta imunoldgica e
genética com a Hanseniase. O conhecimento preciso dessa interacdo podera
resultar no desenvolvimento de novas estratégias no controle da doenca e
principalmente dos episddios reacionais.

Custos:

Vocé ndo tera custos com a participacdo no estudo e nem recebera pagamento
por sua participacao.

Esclarecimentos:

Qualguer duvida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste consentimento
ou sobre os procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera
entrar em contato com Dr. Paulo Roberto Lima Machado, coordenador do
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projeto, médico do Servico de Imunologia do HUPES-UFBA, Jodo das Botas,
s/n — Canela, telefone (71) 3237-7353, ou com Dra Lidia Maria Medeiros
Machado, coordenadora do estudo no hospital Dom Rodrigo de Menezes,
telefone (71) 8202-4284, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos , na pessoa do Dr. Roberto
Badard, no endereco Rua Augusto Viana S/IN — Canela, telefone (071) 3283-
8043.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este |he foi explicado e vocé
concorda em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome ou
colocar sua impresséo digital abaixo. A vocé sera entregue uma copia deste
formulario.

Assinatura ou impressao digital do Participante ou Responsavel

Assinatura do Pesquisador

Local: Data / /
Hora:
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XI1.3 OFICIO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

s:dade Federal da Bahia
lur Universitdrio Prof. Edga

['!xi\ <

Complexo i ! Santos
e W Cumissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP . =

i L ¥ wS A Consetho Nacional de Saide- CNS (,nmplcx:)

| 2 234 b Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUPES

PARLCER ADENDO CEP/HUPES N.° 50/2010

O Pesquisador Responsavel. Pacto Roberto Lima Machado. encaminhou ao Comité de Etica em
Pesquisa do Corplexa HUPES o adendo ao projeto de pesquisa intitulado “Avalia¢do da resposta

imune ¢ mnreadores genélivos na hanseniase™, que foi protocolado sob n® 50/2010, avaliado e

aprovade em parceer datado em 09 de dezembro de 2010.
O referido adendo solicita:
+ Insergso qo Hospital i:speciatizado Dom Rodrigo de Menezes como centro colaborador:
e Atoaiizacio do Anexo |- Permo de Consentimento Livre e Esclarecido modificado de
acorde con as recomendagdes CONEP n® 759/2010.

Protocole CEP/HUPES - 56/2010

O CEP/HUPES uvaliou e aproyou as scolicitagdes do adendo em:

2203 1292

Prof. Dr. Roberto
Coordenador do Comité de,

dar6. MD. PhD
“tica em Pesquisa/HUPES

Connité de Ftica em Pesquisa- CER HUPES 1
Ruu Auguste V - Canela - Sa Bahia CEP: 40.110-060

Tel: (7115285 FAX: (71} 57%

E-mail: cep.hupesti smail.com
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Parecer Consubstanciado de Projeto

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETICOS NA
HANSENIASE.

[ Pesquisador Responsavel : Paulo Roberto Lima Machado

|

[Data da Versao 16/06/2010 | | Cadastro 50/10 | [Data do Parecer 07/10/2010 |

| Grupo e Area Tematica 1.1 Genética Humana |
Objetivos do Projeto

Objetivo 1: Determinar o perfil de citocinas in vitro e identificar quais as células produtoras
dessas citocinas em grupos de pacientes com lepra tuberculéide, com lepra lepromatosa,
pacientes borderline, em resposta ao antigeno de M. leprae em comparagao ao grupo controle
- individuos sadios. ‘

Objetivo 2: Identificar mecanismo(s) envolvido na mudanca do padréo de resposta imune em
pacientes com episédios reacionais, tais como ativagao de células T, NK e macrofagos.

Objetivo 3: Avaliar a frequéncia de monécitos pré-inflamatérios (CD14+CD16+) em pacientes
com as formas tuberculdide, lepromatosa e borderline.

Objetivo 4: Verificar se polimorfismos nos genes candidatos IL-10, IL-8, IL-9, IL-13, INF-y, TNF-
a, PARK2/PACRG e ErbB2 estio afetando os niveis de expressao dos genes ou a funcéo da
proteina expressa e, se podem influenciar os estados reacionais nos pacientes com
hanseniase.

Objetivo 5: Avaliar a expressao génica global em lesdes hansénicas.

Sumario do Projeto

Este projeto tem com objetivo estudar as alteragdes imunologicas que ocorrem em pacientes
portadores de hanseniase , utilizando as tecnicas de determinacao de citocinas in situ e em
sangue perifierico alem de estudar atraves de tecnica de biologia molecular estudar os
possiveis gene reguladores das citocinas envolvida nos mecanismos imunopatogenico da
doenca. Os pesquizadores fardo biopsias e colherdo sangue ods pacientes para a realizagao
desse estudo. Esse projeto tem uma equipe de pesquisadores nacionais e com demonstrada
experiencia no estudo dessa patologia e no dominio das tecnica que véo ser utilizadas.O
consentimento informado é claro e expressa a real natureza do estudo e os beneficios e riscos
da participagao do paciente no estudo. Fica confuso e discordante da folha de rosto o numero
de pacientes a serem envolvidos no estudo. A folha de rosto diz que ira incluir 250 pacientes e
na descri¢do do projeto soma-se 410 pacientes. Os pesquisadores informa que irdo icluir no
estudo os seguintes pacientes:40 pacientes no Grupo 1 (sem reagao hansénica), 20 pacientes
no Grupo 2 (com reagao tipo 1 ou reagao reversa), e 20 pacientes no Grupo 3 (com reagao tipo
2 ou eritema nodoso leproso). Para os objetivos 4 e 5 planeja-se incluir 150 pacientes no
Grupo 1 (sem reag@o hansénica), 50 pacientes no Grupo 2 (com reagao tipo 1 ou reagao
reversa), e 50 pacientes no Grupo 3 (com reacao tipo 2 ou eritema nodoso leproso). Farao a
coleta sw sangue e realizarao biopsia de pele para realizacao do estudo.

| Aspectos relevantes para avaliaca Situagdo
Titulo Adequado
Relagao dos Pesquisadores Adequada
Local de Origem na Instituicdo Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Néao
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Local de Realizagao Prépria instituicdo
Outras instituicdes envolvidas Sim
Condigdes para realizagdo Adequadas

Introdugéo Adequada

Objetivos Adequados

Método
Tipo de projeto Pesquisa em Seres Humanos
Delir nto Adequado
Tamanho de amostra Total 410 Na Instituicdo
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selegao eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusao Adequados
Relagao risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Néo utiliza
Periodo de suspens&o de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Armazenamento de material biolégico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliacdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adeguacéo as Normas e Diretrizes Sim

Cronograma Adequado
Data de inicio prevista néo informado
Data de término prevista 2 anos

Orgamento Adequado
Solicita recursos a instituicdo Nao
Fonte de financiamento externa Néao

Referéncias Bibliograficas Adequadas

Recomendagdo
[ Aprovar |

Comentérios Gerais sobre o Projeto
Parecer:

Projeto Aprovado

Informagdes ao pesquisador

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penali~zagado alguma
e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber
uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das
razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agao
imediata.
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e O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relewvantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Iltem V.4). E
papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e

enviar notificagcdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA - junto com seu posicionamento.

{Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em

/ / e ao término do estudo.
Para projetos do Grupo 1 do fluxograma acrescentar: )
Seu projeto (Registro_>%/10 Grupo_ ! Area tematica

especial cvelip Huvnin) esta sendo encaminhado a CONEP e sé podera ser
iniciado apds parecer aprovatorio desta.

I

i2OBERTO BAD

M-‘/
(RO, MD PHD
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