Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pé6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

Fernanda Marques de Carvalho
Estudo dos mecanismos de modulagdo da resposta imune celular

patogeno-especifica em individuos infectados pelo

Mycobacterium leprae.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani

Rio de Janeiro

2017



Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pé6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

Fernanda Marques de Carvalho

Estudo dos mecanismos de modulacdo da resposta imune celular
patogeno-especifica em individuos infectados pelo

Mycobacterium leprae.

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz
como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de

doutora em Ciéncias na area de Imunologia e

Farmacologia.

Orientadora: Prof. Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani

Rio de Janeiro
2017



Carvalho, Fernanda Marques de.

Estudo dos mecanismos de modulagao da resposta imune celular
patdgeno-especifica em individuos infectados pelo Mycobacterium leprae. /
Fernanda Marques de Carvalho. - Rio de janeiro, 2017.

112 f; il

Tese (Doutorado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduagdo em Biologia
Celular e Molecular, 2017.

Orientadora: Maria Cristina Vidal Pessolani.
Bibliografia: f. 78-95

1. Protegao contra hanseniase. 2. Vacinagao com BCG. 3. Peptideos
especificos . 4. Mycobacterium leprae. 5. Resposta imune especifica. I. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automética de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Po6s-Graduacéo em Biologia Celular e Molecular

Fernanda Marques de Carvalho

Estudo dos mecanismos de modulagdo da resposta imune celular
patogeno-especifica em individuos infectados pelo

Mycobacterium leprae.

Orientadora: Prof. Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani

Aprovada em: 13/11/2017.

EXAMINADORES:

Prof. Dra. Veronica Schmitz Pereira - Instituto Oswaldo Cruz -Presidente

Prof. Dr. Herbert Leonel de Matos Guedes - Universidade Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana - Universidade Federal de Minas Gerais
SUPLENTES:
Prof. Dra. Roberta Olmo Pinheiro - Instituto Oswaldo Cruz / Revisora

Prof. Dra. Wania Ferraz Pereira Manfro - Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro, 13 de novembro de 2017.



Que darei eu ao Senhor por todos os beneficios que me tem feito? sl 116:12 Louvar-te-

ei, Senhor, de todo meu coracao; contarei todas as tuas maravilhas! sl 9:1.



AGRADECIMENTOS
A Deus, o autor e consumador da minha fé.

A Dra. Maria Cristina Pessolani e ao Dr. Geraldo Pereira por todos esses anos de
orientacdes que foram conduzidos com maestria. Com certeza os conselhos e corregdes
foram fundamentais na minha caminhada. Agradeco também pelas oportunidades, por
sempre me incentivarem e pela paciéncia. Com toda minha admiracgéo e respeito: Muito
Obrigada!

A Dra. Luciana Rodrigues e a Dra. Iris Alvim que participaram da primeira etapa desse
trabalho e foram fundamentais a sua realizacdo. Obrigada por todas as corre¢des e ajuda
com anélise e aquisi¢do das amostras.

A Dra. Euzenir Nunes Sarno por me ajudar cuidadosamente a selecionar cada paciente,
por seus conselhos, paciéncia e por sua amizade.

Ao Dr. José Augusto Nery por sua paciéncia em conduzir o retorno dos contatos mesmo
quando sua agenda estava cheia, por sua ajuda no recrutamento e selegéo dos pacientes.

A Dra. Roberta Olmo por toda a sua paciéncia durante a primeira etapa do trabalho,
principalmente quanto ao recrutamento dos contatos, por dividir comigo as amostras
dos contatos e por ser a revisora deste trabalho.

A Dra. Nadia Duppre pelo auxilio no recrutamento dos contatos e corre¢des da primeira
etapa do trabalho.

Ao Dr. Marcelo Ribeiro Alves pela realizacdo dos testes estatisticos

Ao Dr. Flavio Alves Lara por sua imensa ajuda com as imagens de microscopia de
fluorescéncia.

Aos doutores Francisco Lana, Herbert Guedes e Wania Manfro por gentilmente
aceitarem o convite para participar da banca e a Dra Verdnica Shimitz que além de ter
aceitado participar da banca, tem conduzido o recrutamento dos pacientes para a
segunda etapa do trabalho.

Aos meus amigos de laboratério do Lamicel-sala 16: Vilma e Otto que sdo sempre um
ombro amigo e estdo dispostos a ajudar em todas as situacdes, a Dra. Mariana Gandini
por sua ajuda nas analises de citometria da segunda etapa do trabalho e em especial a
Natasha Cabral pela ajuda na execucdo e analise das amostras da segunda etapa desse
trabalho.

Aos meus queridos amigos do Pavilhdo de hanseniase: Marcia Berredo, Leticia Lery,
Sabrina, Leonardo, Jodo, Karina, Arthur, Katherine, Camila, Harrisson, Thiago, Rhana,
Leonardo Araujo, Eliane. E em especial a Livia, André, Natasha Linhares, Deébora,
Chyntia, Robertha, Thabatta, Fabricio, Cristiana Macedo, Augusto e ao Sr. Sales.

A toda equipe do ambulatério Souza Aradjo e em especial a Dra. Nadia, Dra. Ana Sales,
Alex, Wellington, Cintia, Ana e Cristiane.



A0 meu esposo, Roberto, pelo carinho, amizade, paciéncia, dedicagdo, por entender os
momentos em que precisei ficar ausente e estar ao meu lado em todas as situagdes,
principalmente as mais dificeis ao longo dessa caminhada. Por passar noites acordado
comigo esperando terminar 0s experimentos, e por saber que posso contar com vocé em
todos os momentos. Vocé foi e € 0 meu porto seguro. Ndo poderia esquecer de
agradecer a nossa pipoquinha que passou tantas madrugadas acordada comigo!

A minha querida maezinha Alice por sempre ter acreditado em mim, por todos 0s
momentos dificeis que passamos juntas, pelo seu amor, conselhos, oragdes e apoio que
foram essenciais ao longo dessa caminhada. Por também ser meu porto seguro e minha
maior incentivadora. Ao meu pai Aristides por seu amor e preocupacao.

Aos meus irmdos Fernando e Ameélia por sempre terem acreditado em mim, pelo apoio,
conselhos, oracdes, incentivo, amizade e paciéncia por entenderem 0s momentos que
precisei ficar ausente. Aos meus sobrinhos Alexandre Jr, Anne e agora a Melissa por me
retribuirem com tanto amor e admiracdo e por tornarem os meus dias mais felizes.

As minhas primas Aline, Fabiane, Camila e Angela e aos amigos Raquel, Lais, Carol,
Aline, Rodrigo e Roberto por me apoiarem e acreditarem em mim.

Aos pacientes de hanseniase e seus contatos. Toda a minha dedicacéo e esforco foi para
vocés. Muito obrigadal!!

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
financiamento da bolsa de estudos.



SUMARIO

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10

1.11
1.12

4.1
4.2

4.3
4.4

4.5

Lista de abreviaturas € Siglas............ccceieiiiiiieic e
LIStA 0B FIQUIAS. ...
LiSta de tabEIAS. .......cveieeieiii e
RESUIMO. ...t neennne s
ADSTFACT. ...ttt et nee e
INTRODUGAO . ......cooiiieieeeee ettt
A hanseniase e 0 estigma SOCIAL............ccveviiieiiicie e
Distibuicdo geografica e prevaléncia da hanseniase..........ccccvevevvereiiesieeneseennnn
MyCODACTEFTUM IEPFAE. ...
THANSIMISSAO. ... vveteeteesiestee e et e st e te e ee st e teesaesseesteeseesse e beeneeaneesseeneeaneenteenseanennneas
Formas Clinicas Na NaNSENIASE. .......cveiirieieie st
DiagnOstiCo € tratamentO..........ccveiieieiiece e e
A resposta imune Na NANSENIASE. .......coiiririieieee e
AS CEIUIAS T regUIAAOIAS. .....ccveiveeeieiieie e
Por que as pess0as tem hanSENIaSE. ..........ccveveiieie e i
Os contatos de pacientes com hanseniase multibacilar, o riso de adoecimento e a
VaCIiNAGA0 COM BCG ... .o
A vacina com BCG e a indugéo da imunidade treinada............cccocvevveiivenrerinnnn,
A modulacdo da resposta imune frente “a constante exposicdo ao M. leprae e a
alta carga bacilar ...

HIPOTESE ..o oot e e e e e et e e e e e et e es e eeer e e
OBUIETIVO ..ot e et et e e e oo e et e s e

MATERIAL E METODOS..........ciieiieeereteeeseesee s s sesissssesesss s sesessenens
Selecdo de individuos € PErmisSao ELiCa.........ccvvevieieerieiie e

Desenho exXperimental....... ...

B ST IULOS . ..ttt nnnn

Separacdo e obtencdo de células mononucleares de sangue periferico

Ensaios de estimulacdo de CMS in vitro em cultura de 6 horas para anélise
fenotipica e 5 dias para dosagem de mediadores inflamatorios no
SODIENATANTE. ... e

o N o0 b~ P

12
13
17
22

24
28

31

33
34

35
35
36

37

38

38



4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

411

412

5.1
5.2

5.3

5.3.1

5.3.2

5.3.3

5.4

5.5

Ensaios de estimulagdo de CMS in vitro em cultura de 18 horas para analise
L{T 0] €] 0] o= VSRS 39

Obtencéo de linfdcitos provenientes de fragmentos de pele obtidos por biopsia... 39

Analise de marcadores de superficie por citometria de fluxo das CMS

provenientes das culturas de 6 horas 40
Analise de marcadores de superficie por citometria de fluxo das CMS

provenientes das culturas de 18 NOras.........ccccvevveieiieiiere e a1
IMUNOTIUOTESCENCIA. ... .ottt 42
Dosagem de mediadores por sistema MUILIPIEX..........cccovvriiiiiiiiieeic 42
ANALISE A0S HAUOS. ... .ceeeieiieiecie sttt reeres 43
RESULTADOS ...ttt ettt nes 44
DeSENNO0 0O BSTUD. .....c.veiieiieeiieiie ettt ere e ne e e 44
Dados epidemioldgicos dos contatos domiciliares de pacientes multibacilares

INCIUIAOS NO BSTUTOD. ...t e 45

Analise da frequéncia de linfécitos T CD4" e CD8* de meméria central e efetora
em resposta a0 M. leprae em CMS de contatos domiciliares de pacientes
multibacilares antes e apos 0 tratamento do caso
1T 1ot SRRSO 46

Sequéncia de analises utilizadas para identificacdo das subpopulacbes de
linfocitos CD4"'CD69" e CD8'CD69" de memoria central e de memoria

] 1=] (0] - VOSSPSR 46
Frequéncia de linfocitos T CD4*CD69* e CD8*CD69* de memdria central e de
memoria efetora respondedores ao M. leprae em TO € TL....cccooevivieinienicinnnnn, 49
Frequéncia de linfocitos T CD4"CD69" de memoria central e meméria efetora
em resposta a peptideos M. leprae especificosem TO e Tl....cccocoevvvivivcveieeennen, 51
Analise de citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes das culturas de CMS dos
contatos domiciliares de pacientes multibacilares estimuladas com M. leprae e
peptideos especificos do M. IEPrae........ccviiiiieiiiiie s 52
Avaliacdo de células T M. leprae especificas por citometria de fluxo em sangue
periférico de pacientes COm NanSENIASE. .........ccvevuiiieieeie e 57

vii



5.6

5.6.1
5.6.2

Avaliacdo de células T reguladoras por citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia em lesdes de pele de pacientes com hanseniase...........c.ccceeverveenenn. 63

Frequéncia de células T reguladoras em lesbes de pele de paciente multibacilares 63

Células T reguladoras em lesfes de pele de pacientes..........ccovveveveereiieieerieeenn, 64
DISCUSSAOD. ...ttt 65
CONCLUSOES. ..ottt 77
REFERENCIAS. ..ottt 78
ANEXO ..ot bbb 96

viii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.

AIMV
APC

APC
APCCY-7
BAAR
BB

BSA

BCG

BL

BT

Meio Imunoterapico Adaptativo V
Célula apresentadora de antigeno
Aloficocianina
Aloficocianina-cianina 7
Bacilo alcool &cido resistente
Borderline borderline
Albumina de soro bovino
Bacilo Calmette-Guérin
Borderline lepromatoso
Borderline tuberculoide
Grupo de diferenciagéo
Antigeno leucocitario humano
Células mononucleares sanguineas
Densidade Optica
Do inglés “endemic controls medium burden”
Do inglés “endemic controls high burden”
Acido etilenodiamino tetra acético
Ensaio imunoenzimatico
Isotiocianato de fluoresceina
Forkhead Box P3
Forca-G
Fator estimulante de col6nias de granuldcitos
Fator estimulante de col6nia de granulécitos e macréfagos
Do inglés “household contacts of multibacillary patients”
Do inglés “household contacts of paucibacillary patients”
Antigenos Leucocitarios Humanos
indice baciloscopico
Interferon gama
Imunoglobulina A
Imunoglobulina G
Imunoglobulina M

Interleucinas



LL

MB

MCP-1
MHC-I
MHC-1I
MIP-1B
NEChgrazil
ND-O-BSA
NIH/NIAID

OMS
P38-92
PARK
PACRG
PB
PDIM
-PE
PE/Cy7
PGLs
PGL-1
PQT
SEB
SFB
TCLE
Thl
Th2
TMB
TMM
TNF
Tregs
T0

T1

Lepromatoso Lepromatoso

Multibacilar

Proteina quimiotatica de mondcitos 1
Complexo principal de histocompatibilidade de classe |
Complexo principal de histocompatibilidade de classe |1
Proteina infamatoria de macréfago-1beta
Do inglés “non-endemic controls, Brazil”
natural dissacarideo-octil-BSA

Instituto Nacional de Satude/Instituto nacional de alergia e doencas
infecciosas

Organizacdo Mundial de Saude

Peptideos 38-92

Gene que codifica a proteina parkina

Gene corregulado com parkina
Paucibacilar

Dimicocerosato ftiocerol

Ficoeritrina

Ficoeritrina Cianina 7

Glocolipideos fendlicos

Glicolipideo fendlico 1

Poliquimioterapia

Enteroxina B de Stafilococus aureus

Soro Fetal Bovino

Termo de consentimento livre e esclarecido
Linfécito T helper 1

Linfocito T helper 2

Tetrametilbenzidina

Monomicolato trealose

Fator de necrose tumoral

Células T reguladoras

Inicio do tratamento do caso indice

Durante o tratamento do caso indice



LISTA DE FIGURAS Péagina

Figura 1.1. Deformidades fisicas causadas pela hanseniase...........c.ccoceevveneniennen.
Figura 1.2. Hanseniase uma doenca com forte estigma social.............ccccccceveneee.

Figura 1.3. Distribuicdo geografica de novos casos detectados em 2016 por 10
M NADITANTES. ..o e s
Figura 1.4. Numero de casos novos no Brasil em 2015..........cccccoveriininciennniene
Figura 1.5. Infeccdo pelo M. leprae em trés hospedeiros diferentes.......................

Figura 1.6. Disseminacdo da hanseniase pelo mundo.............cccecvevvvieiniicincnenn,

Figura 1.7. Andlise histopatoldgica de fragmentos de pele obtidos por bidpsia de
PACIENtES COM NANSENIASE .......oouieriii s
Figura 1.8. Formas clinicas da hanseniase de acordo com a classificacdo de
Ridley € JOPING (1966).......c.eiiiiiiiiieiieie e
Figura 1.9. Representacdo esquematica dos possiveis fendtipos de células T
envolvidos na patogénese da hanSeniase. ..........cuvveerereirieieneine e
Figura 1.10. Mecanismos de supressdo das células T reguladoras...............cccc.......
Figura 1.11. Ciclo de transmissdo do M. 1eprae..........cccccvevveveeieiiciiese e,
Figura 1.12. Diferenca na ativacdo da memoria imunoldgica cléssica e a
IMUNIAAde treINATA. .......cce e e
Figura 1.13. Modificacdes epigenéticas durante a imunidade treinada..............
Figura 1.14. Modelo da modulagdo negativa da producdo de IFN-y pelo M.
leprae durante infec¢do assintomatica e doenga ativa...........cccecevervvvseeeceeienen,
Figura 5.1. Desenho d0 EStUTO. .........coiiiiieieieieiee s
Figura 5.2. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo
[INFOCItOS CDAT € CDB™ ...ttt
Figura 5.3. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacéo

linfocitos CD4* e CD8" de memoria central e de memdria efetora positivas para

Figura 5.4. Frequéncias de linfécitos T CD4"CD69" e CD8"CD69* de memdria
central e de memdria efetora respondedores ao M. lepraeem TO e T1........c.c.....
Figura 5.5. Frequéncias de linfocitos T CD4"CD69* de memoria central e
memoria efetora respondedores a peptideos M. leprae especificos em TO e

Xi

10

11

16

20

27

29
30

32
44

47

48



Figura 5.6. Aumento da producéo de mediadores inflamatorios em resposta ao M.
lepra,e apos o tratamento do caso indice e vacinacdo com BCG, em contatos de
pacientes MUILIDACIIAIES..........cccocveiiiii e
Figura 5.7. Producdo individual de mediadores inflamat6rios em resposta ao M.
1ePrae €M TO @ Tl .o
Figura 5.8. Analise de componente principal...........cccccccvvvviiieiieiieiie e
Figura 5.9. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacao
[INFOCITOS CDAT € CD8 ...t
Figura 5.10. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinacgéo
linfocitos T reguladores M. leprae especificos e T convencionais de
L1C] 101 - SR PRSP
Figura 5.11. Frequéncia de células T reguladoras M. leprae especificas e
convencionais de memdéria em sangue periférico de pacientes com
NANSENTASE. ... ettt ettt re s
Figura 5.12. Frequéncia de células T reguladoras M. leprae especificas e
convencionais de memdria em sangue periférico de pacientes com hanseniase sem
a interferéncia dos COEStIMUIOS..........ccooviiiieiiccc e
Figura 5.13. Razdo das células T reguladoras M. leprae especificas e
convencionais em sangue periférico de pacientes com hanseniase...............ccccoc....
Figura 5.14. Frequéncia de células T reguladoras em lesdes de pele de pacientes
MUITIDACTIAIES. ...t sre et e e nr e e e e
Figura 5.15. Deteccdo de células T reguladoras e efetoras em lesbes de pele de
pacientes multibacilares por imunofluorescéncia............ccccceevvevveviiiciiecc e,
Figura 6.1. Padrdo da resposta imune dos contatos de pacientes multibacilares
antes e ap0s a vacinacdo com BCG e o tratamento do caso indice............cc.cccuv.ee.

xii

53

54
55

58

59

60

61

62

63

64



LISTA DE TABELAS Péagina

Tabela 5.1. Dados epidemiologicos dos contatos de pacientes multibacilares.......
Tabela 5.2. Analise de componentes PrinCiPaIS.........cccevvvereeiieieeriesieseere e s

Tabela 5.3. Dados epidemiologicos dos pacientes com hanseniase.............c..........

xiii



RESUMO
A hanseniase é causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae) e permanece até os dias

atuais como um problema de saude publica. Os individuos com hanseniase multibacilar
sdo considerados as principais fontes de disseminacdo do bacilo. Dessa forma, os
contatos domiciliares de pacientes multibacilares constituem o grupo de individuos com
maior risco de desenvolver a doenca devido a superexposicdo ao M. leprae. O exame
clinico dos contatos e a vacinacdo com o bacilo de Calmette-Guerin (BCG) constituem
estratégias importantes para o controle da doencga. O presente estudo teve como objetivo
geral compreender os mecanismos de modulagdo negativa da resposta imune celular M.
leprae-especifica em individuos sadios com alta exposi¢cdo ao bacilo e em pacientes
com hanseniase. Este estudo foi realizado em duas etapas: 1) Analise do impacto do
tratamento do caso indice e da vacinacdo com BCG no perfil fenotipico de
subpopulacdes leucocitarias sanguineas, e no padrdo de citocinas produzidas em
contatos de pacientes com a forma multibacilar; e 2) Avaliacdo das caracteristicas de
.Células T reguladoras (Tregs) presentes no sangue periférico e em lesGes de pele de
pacientes com hanseniase. Também investigamos a expressao de fatores de transcricao
relacionados ao perfil funcional de linfécitos T reguladores e convencionais nas lesdes
de pele. Observamos um aumento da frequéncia de linfocitos T CD4"CD69" de
memoria central e efetora em resposta ao M. leprae, assim como um aumento
significativo dos mediadores pr6 inflamatérios IL-1pB, IL-6, MIP-1B, MCP-1, IL-17,
TNF e IFN-y apo6s o tratamento do caso indice e a vacinagdo com BCG de contatos
domiciliares de pacientes multibacilares. A partir dos dados obtidos, demonstramos que
o tratamento do caso indice e consequente eliminacdo da fonte de M. leprae vivo no
ambiente, juntamente com a vacina¢do com BCG, contribuiram para 0 aumento de
resposta imune celular M. leprae-especifica dos contatos de pacientes multibacilares
avaliados. Reforcando a importancia dessas duas medidas na protecdo contra a
hanseniase. Na segunda etapa do nosso trabalho, nossos dados preliminares mostraram a
presenca de células T regs em sangue periférico e em lesbes de pele de pacientes
multibacilares por citometria de fluxo. Também através de imunofluorescéncia
detectamos a presenca de células com fenotipo regulador em lesdes de pele de pacientes
com hanseniase. Uma analise detalhada do fenotipo funcional das células presentes na
leséo lepromatosa podera contribuir na definicdo das populacdes celulares envolvidas na

modulacgéo negativa da resposta imune protetora contra o M. leprae.
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ABSTRACT
Leprosy is caused by Mycobacterium leprae (M. leprae) and remains as a public health
problem. Individuals with multibacillary leprosy are considered the main sources of
dissemination and transmission of the bacillus. Thus, the household contacts of patients
with multibacillary leprosy are the group of individuals at higher risk of developing the
disease due to overexposure to M. leprae. The clinical examination of the contacts
combined with the Calmette-Guerin bacillus (BCG) vaccination are important strategies
for the control of the disease. The present study aimed to understand the mechanisms of
negative modulation of M. leprae-specific cellular immune response in healthy
individuals with high exposure to bacillus and in patients with leprosy. This study was
carried out in two stages: 1) Analysis of the impact of the treatment of the index case
and BCG vaccination on the phenotypic profile of blood leukocyte subpopulations and
the pattern of cytokines produced in household contacts of multibacillary leprosy
patients; and 2) Evaluation of the characteristics of regulatory T cells (Tregs) present in
peripheral blood and skin lesions in patients with leprosy. We also investigated the
expression of transcription factors related to the functional profile of regulatory and
conventional T lymphocytes in skin lesions. We observed an increase in central and
effector memory CD4" CD69" T lymphocytes in response to M. leprae, as well as a
significant increase in IL-1pB, IL-6, MIP-1a, MCP-1, IL- 17, TNF and IFN-y after
treatment of the index case and BCG vaccination of household contacts of
multibacillary leprosy patients. From the obtained data, it was possible to conclude that
the treatment of the index case and consequent elimination of the source of live M.
leprae in the environment, together with the vaccination with BCG, contributed for the
increase of M. leprae-specific cellular immune response of the contacts of
multibacillary patients evaluated. In the second stage of our study, our preliminary data
showed the presence of regulatory T cells in peripheral blood and skin lesions of
multibacillary patients by flow cytometry. Also through immunofluorescence we
detected the presence of cells with regulatory phenotype in skin lesions of patients with
leprosy. A detailed analysis of the functional phenotype of the cells present in the
lepromatous lesion may contribute to the definition of the cellular populations involved

in the negative modulation of the protective immune response against M. leprae.
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1. Introducéo
1.1- A hanseniase e o estigma social

A hanseniase € uma doenca crbnica causada por Mycobacterium leprae, um
patdgeno intracelular obrigatério, de crescimento lento que infecta preferencialmente
macrofagos e células de Schwann (Kaufmann SH, Golecki JR, Kazda J, Steinhoff U. T
1989). O dano aos nervos periféricos resulta em deficiéncia sensorial e motora com
deformidades caracteristicas causando grande estigma social. O termo estigma foi
criado pelos gregos para evidenciarem algo de extraordinario ou negativo sobre seu
status moral e assim possibilitavam que aquilo fosse facilmente identificado e evitado;
uma marca imposta pela sociedade a um dos seus membros. O individuo que revelasse
um comportamento diferente do grupo seria excluido, pois ndo se enquadraria nas
caracteristicas esperadas pela comunidade (Goffman E,1980). O estigma na hanseniase
é real e permanece até os dias atuais. A figura 1.1 mostra as deformidades fisicas
deixadas pela doenca, no entanto, a hanseniase possui tratamento e este iniciado

rapidamente diminui os riscos de danos fisicos aos pacientes.

| 3 —
Figura 1.1. Deformidades fisicas causadas pela hanseniase. A) Residente de antigo leprosario na
cerimdnia pelos sete anos da lei que concede pensdo especial as pessoas atingidas pela segregacao (Fonte:
http://www.simers.org.br/2016/01/qualidade-de-vida-reduz-casos-mas-brasil-ainda-esta-longe-de-
erradicar-hanseniase/acessado dia 30/09/2017). B-C) Deformidades nas médos. Fontes: B -
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leprosy deformities hands.jpg acessado dia 30/09/2017 / C-
Semioblog Estudos de semiologia médica e historia da medicina. Fonte:
http://semiologiamedica.blogspot.com.br/2013/01/a-mao-na-hanseniase.html acessado dia 30/09/2017).
D) Deformidades fisicas em membros inferiores. (Fonte: http://www.medicinenet.com/leprosy/article.htm
acessado em 30/09/2017).
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Na idade média doentes ndo podiam frequentar igrejas, precisavam usar luvas
e roupas especiais e carregavam sinos que anunciavam sua presenca (Figural.2A).
Devido a auséncia de medicamentos eficazes, ao medo do contagio e as deformidades
fisicas evidentes, os individuos diagnosticados com a lepra eram encaminhados para
institui¢des, longe das cidades, conhecidas como “leprosarios” (Figura 1.2B) (Rocha
Pinto, 1995). A sustentacdo cientifica para isolamento como forma de cuidado é do
século X1X. Em 1897, na Primeira Conferéncia Internacional de Leprologia, realizada
em Berlim, o médico Gerhard Armauer Hansen, prop6s o isolamento como medida
fundamental (Borenstein MS, 2008).

Figura 1.2. Hanseniase, uma doenga com forte estigma social. A) Pacientes na idade média eram
obrigados a portarem um sino para anunciar a sua presenca (Fundacdo Oswaldo Cruz
[wwwe.ioc.fiocruz.br]. Hanseniase na histéria [acesso em 20/09/2017]. Disponivel em:
http://www.invivo.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1182&sid=7). @~ B)  Pessoas  com

hanseniase recém-chegadas em vagGes fechados ao hospital-colonia Aimorés na década de 1930 — Acervo
do departamento de profilaxia da lepra. Fonte http://revistapesquisa.fapesp.br/2015/10/14/violencia-
medo-e-preconceito/ acessado em 30/09/2017.
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Uma vez no leprosério, esses individuos eram abandonados pela sociedade,
familia e amigos, e condenados a viver em um ambiente de privacdo de suas
necessidades bésicas e afetivas (Cunha AZS, 2002). A hanseniase ¢ acompanhada por
um forte estigma desde os mais remotos tempos, 0 que deixou marcas sociais e culturais
que persistem. Os primeiros documentos que relatam a existéncia da hanseniase no
Brasil sdo de 1696. O governador Artur de Sa e Menezes prestava assisténcia no Rio de
Janeiro aos “miseros leprosos” ja entdo em ntmero apreciavel e que sofriam com o
grande estigma da doenga. O estado de S&o Paulo, no inicio da década de 30, adotou o
modelo de isolamento compulsério dos hansenianos. Em 1954 a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) enviou uma comissao ao Brasil, que recomendou o fim do isolamento
compulsorio, a exemplo de outros paises (Ferreira J. 1983). O Departamento de
Dermatologia Sanitaria, que tinha o objetivo de auxiliar no processo de reducdo do
estigma em relacdo a doenca, acreditava que o imenso residuo de estigmatizacdo da
“lepra” estava ligado ao nome da doenca (Opromolla D, 2000). Estas concepcdes
ocasionaram um movimento no Brasil de substituicdo da nomenclatura da doenca. Em
1976, com a aprovacgéo do decreto n° 165, de 14 de maio de 1976, que muda o0 nome de
“lepra” para hanseniase, o novo termo foi adotado no Brasil, sendo amplamente
empregado em documentos técnicos-cientificos. Porém, com a Lei Federal 1.010, de
1995, proibindo, terminantemente, a utilizagdo do termo “lepra” e seus derivados foi

que o termo hanseniase se tornou oficial.



1.2- Distribuicao geografica e prevaléncia da hanseniase

Dados da Organizacdo Mundial da Saude mostraram uma redu¢do do nimero de
casos diagnosticados de 2006 a 2015 (WHO, 2017). Porém a hanseniase ainda persiste
como um problema de saide publica em diversos paises, como pode ser observado na
figura 1.3. Em 2016 foram registrados 214.783 mil novos casos da doenga no mundo

refletindo o grau de transmisséo continua da infeccéo.

Namero total de novos casos diagnosticados
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Figura 1.3 Distribuicdo geogréafica de casos novos detectados em 2016 por 10 mil habitantes. World

Health Organization/ National leprosy programmes WHO, 2017.

Apesar da importante reducdo do coeficiente de prevaléncia de hanseniase no
Brasil, algumas regides demandam intensificacdo das acdes para eliminacdo da doenca,
pois apresentam um alto padrdo de endemicidade. O Brasil € o segundo pais com maior
namero de casos contribuindo para 90% dos casos nas américas. No ano de 2015 foram
detectados 28.761 novos casos no Brasil (Figura 1.4). 1880 pacientes ja apresentavam
incapacidades fisicas decorrentes da doenca no momento do diagnostico (Sinan/SVS-
MS). Neste mesmo ano, no estado do Rio de Janeiro, local onde desenvolvemos este

trabalho apresentou uma taxa de deteccao de 6,39 por 100.000 habitantes.
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Figura 1.4. Namero de casos novos no Brasil em 2015. Os estados foram classificados de acordo com a
taxa de deteccéo. Baixa endemicidade representado pela cor lilds, média endemicidade representada pelas
cores amarelo e azul, alta endemicidade representada pela cor rosa e regides hiperendémicas estdo em
vermelho. Fonte Ministério da Salde, 2016.

1.3- Mycobacterium leprae

M. leprae foi descoberto em 1873 por Gerhard Henrick Armauer Hansen na
Noruega. Este bacilo multiplica-se lentamente in vivo, por divisdo binaria, ndo sendo
possivel cultiva-lo in vitro até os dias atuais (Levy L, Ji B, 2006). Devido a auséncia de
modelos experimentais que mimetizem a doenca e por ndo ser possivel o cultivo de M.
leprae em meios artificiais, a infeccdo em animais tem sido utilizada para obter o bacilo
viavel. O tatu de nove bandas, Dasypus novencintus € um hospedeiro suscetivel a
infeccdo e uma fonte de M. leprae, possibilitando o isolamento de grandes quantidades
de bacilo para estudos biogquimicos e fisiolégicos. Em 2001, Truman e Krahenbuhl
demonstraram que embora seja possivel obter um grande nimero de M. leprae de tatus
infectados, uma melhor viabilidade de M. leprae é obtida quando este é recuperado da

pata do camundongo (Truman RW, Krahenbuhl JL. 2001). Dessa forma, camundongos



atimicos representam um hospedeiro adequado, naturalmente sensivel a infeccéo por M.
leprae (Colston MJ, Hilson GR, 1976).

Quando comparado ao M. tuberculosis, 0 genoma de M. leprae apresenta uma
reducdo evolutiva. Somente 49,5% do genoma de M. leprae correspondem a genes
funcionais. A delecdo de genes em M. leprae eliminou importantes atividades
metabolicas incluindo producdo de sideroforo, parte da cadeia respiratdria anaerdbica e
microaerofila e diversos sistemas catabolicos (Cole ST, et al. 2001). A perda massiva de
genes e a presenca de mutacdo em diversas areas metabdlicas pode explicar a
dificuldade de se cultivar M. leprae in vitro até os dias atuais (Vissa VD, Brennan PJ,
2001). A parede celular de M. leprae é considerada um componente chave na interacédo
do bacilo com o ser humano, seu principal hospedeiro natural. Apresenta uma rica
variedade de acidos micdlicos e acidos micoserosdicos assim como glicolipideos
fendlicos (PGLS). O glicolipideo fendlico | (PGL-I) € um glicolipideo antigénico muito
abundante e encontrado unicamente em M. leprae (Brennan PJ, Barrow WW, 1980;
Hunter SW, Brennan PJ, 1981). PGL-I em si ou como parte de neoglicoproteinas semi-
sintéticas contendo o dissacarideo terminal sintético ou o trissacarideo inteiro conjugado
a albulmina de soro bovino ou humano, tem sido de grande utilidade no diagndstico
soroldgico, confirmando a forma multibacilar da doenca. O PGL-l também esta
envolvido no tropismo de M. leprae pelas células de Schwann através de ligacdo a
laminina. O PGL-I tem também um importante papel na regulacdo negativa da resposta
imune e inflamatéria, inibindo a maturacdo e ativacdo de células dendriticas e
facilitando a persisténcia de M. leprae no hospedeiro (Spencer JS, Brennan PJ, 2011). O
monitoramento dos niveis séricos de PGL-1 é uma ferramenta importante no manejo dos

contatos de pacientes com hanseniase (Duppre et al, 2012).



1.4- Transmissao

A hanseniase possui um longo periodo de incubacdo, com uma média de trés
anos e meio para a forma paucibacilar e até 10 anos para a forma multibacilar (Fine,
1982; Meima A, et al. 2004). A deteccdo da hanseniase em criangas e em individuos 20
anos ap0s a permanéncia em uma area endémica demonstra a grande variagdo no
periodo de incubacéo do bacilo (Noordeen, 1994). Acredita-se que a transmissao ocorra
principalmente através do contato de individuo para individuo e que M. leprae se
dissemine através da inalacdo de aerossoéis, ou pelo contato com secre¢des nasais e
superficies expostas da pele de pacientes multibacilares ndo tratados (Job CK et al.
2008). Silva e colaboradores observaram que M. leprae é capaz de infectar o epitélio
alveolar e nasal de humanos, demonstrando que as vias aéreas constituem uma
importante rota de entrada para M. leprae no corpo humano (Silva CAM, et al. 2013).
Entretanto, diversos estudos tém demonstrado a possibilidade da hanseniase como uma
zoonose (Joshua EL, et al. 2006; Domozych RE, et al. 2016; Sharma R, et al. 2013). Em
2011, Truman e colaboradores demonstraram por comparacées gendémicas que amostras
de M. leprae isoladas de pacientes com hanseniase no Estado da Louisiana, nos Estados
Unidos e de tatus desta regido possuem sequéncias gendmicas idénticas, pertencendo a
uma Unica cepa responsavel pela infeccdo nos dois hospedeiros. Recentemente foi
descrita infeccdo por M. leprae em esquilos vermelhos residentes nas ilhas Britanicas.
Neste trabalho também foi demonstrado que duas cepas de M. leprae envolvidas na
infeccdo dos esquilos na Inglaterra sdo semelhantes a cepa encontrada no esqueleto de
pacientes com hanseniase da Europa medieval. A presenca de M. leprae nas llhas
Britanicas, onde a doenca foi eliminada ha centenas de anos, demonstra que o patégeno
pode persistir no meio ambiente, muito tempo ap6s a eliminagdo do reservatério
humano (Avanzi C, et al. 2016). Esses trabalhos demonstram que M. leprae € capaz de
infectar pelo menos trés diferentes hospedeiros: seres humanos, tatus e esquilos

vermelhos (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Infeccio pelo M. leprae em trés hospedeiros diferentes. A) Similaridade entre as lesGes de
pele em patas de tatu e em pés humanos (Sharma R, Lahiri R, Scollard DM, Pena M, Williams DL,
Adams LB et al, 2013). (B) Caracteristicas macroscopicas de esquilos infectados pelo M. leprae (Avanzi
C, etal. 2016).

Lavania e colaboradores através de métodos moleculares, demonstraram a
presenca de M. leprae vidvel no solo de regides hiperendémicas para a hanseniase, no
qual, poderia ajudar a explicar a dindmica de infeccdo pelo bacilo (Lavania M, et al.
2008). Uma revisdo sistematica da literatura reforca as evidéncias de tramsmissdo
zoondtica, contato pele a pele e aerossois e goticulas contendo M. leprae no ambiente e
subsequente infeccdo, através de poeira ou pequenas feridas, como op¢des possiveis de
transmissdo. Além disso, um estudo de infeccdo experimental realizado por
pesquisadores do nosso laboratério demonstrou que barbeiros (Rhodnius prolixus)
também podem contribuir para a transmissdo da hanseniase em éareas endémicas, uma
vez que M. leprae se mantém viavel no intestino do barbeiro vinte dias ap6s a infecgdo
oral. Posteriormente 0s autores obtiveram sucesso na infeccdo ao inocular fezes do
barbeiro em patas de camundongos nude que s&o susceptiveis a infeccdo por M. leprae
(Neumann A da S, et al. 2016).

Em 2009 Monot e colaboradores demonstraram através de analise genémica e
filogeografica de M. leprae que os padrbes de migracdo dos primeiros seres humanos e
as rotas comerciais, com a Estrada da Seda ligando a Europa a China contribuiram para
a propagacdo da doenca (Monot et al, 2009). A figura 1.6 demonstra o padréo de

disseminacéo da doenca de acordo com a migracdo humana.
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Figura 1.6. Disseminagéo da hanseniase pelo mundo. As barras estéo localizadas no pais de origem
das amostras de M. leprae e codificadas por cores de acordo com as cepas identificadas. A espessura da
barra corresponde ao nimero de amostras analisadas (1-5 fina, 6-29 intermediaria, >30 larga). As setas
indicam as rotas de migracdo dos humanos com a estimativa de tempo em anos (Monot et al, 2009).

1.5- Formas clinicas da hanseniase

A grande maioria dos individuos expostos ao M. leprae ndo adoece. Entretanto,
aqueles que adoecem podem manifestar a doenca através de um amplo espectro de
formas clinicas, determinado pela intensidade da resposta imune celular do paciente a
M. leprae. A hanseniase dificilmente leva a morte, mas constitui a principal causa de
neuropatia periférica e a lesdo neural é observada em todas as formas clinicas da
doenca.

Em 1966 Ridley e Jopling, a partir de critérios clinicos, bacteriologicos,
imunologicos e histopatologicos descreveram 5 formas clinicas na hanseniase. A anélise
histoldgica de fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com niveis mais altos
de imunidade mediada por células, com lesbes de pele bem delimitadas, apresentando
hipopigmentacéo central e pouca sensibilidade local, revelou uma inflamagéo
granulomatosa bem desenvolvida com raros bacilos no tecido caracterizando a forma
tuberculdide polar (TT). Ja lesGes de pacientes com a forma polar lepromatosa (LL)
revelaram a presenga de macrofagos espumosos na derme contendo grande nimero de
bacilos. A maioria dos pacientes, entretanto, apresentou caracteristicas entre as duas
formas polares e foram subdivididos em borderline lepromatoso (BL), borderline-

borderline (BB) e borderline tubercul6ide (BT) (Ridley DS, Jopling WH, 1966). Além
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dessas formas clinicas, de um modo geral, os individuos que se infectam, inicialmente
apresentam a forma indeterminada (I) da hanseniase. A hanseniase indeterminada é um
estagio inicial e transitorio da doenca, que pode ser encontrado em individuos de
resposta imune ndo definida diante do bacilo, usualmente, criangas (Jopling WH,
McDougall AC, 1988).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) sugeriu aos paises endémicos que
adotassem uma simplificacdo do critério diagndstico de acordo com o indice bacilar
(IB) feito a partir de esfregagos de linfa e 0 nimero de les6es. De um modo geral,
pacientes tuberculdides (TT, BT) e com a forma | sdo classificados como paucibacilares
(PB), com IB=0 e apresentam até 5 lesdes de pele e, pacientes lepromatosos (BB, BL e
LL) sdo classificados como multibacilares (MB), com IB>0 apresentando mais de 5
lesGes de pele

A Figura 1.7 ilustra os perfis inflamatorios encontrados em lesGes de pele de um
paciente tuberculdide e de um paciente lepromatoso. Na Figura 1.7. A observamos um
infiltrado inflamat6rio bem organizado, caracteristico das lesbes de pacientes do pdélo
tuberculoide, epiderme com aspecto caracteristico, com células epitelidides ao redor dos
vasos sanguineos e dos feixes nervosos e a presenca de células gigantes dentro do
granuloma. Na Figura 1.7. B podemos observar um infiltrado inflamatorio difuso,
epiderme achatada, faixa de Unna e macrofagos indiferenciados com aspectos

caracteristicos de uma lesao de paciente do polo lepromatoso.

Figura 1.7. Andlise histopatoldgica de fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com
hanseniase. A) lesdo de pele de um paciente tuberculéide (coloragdo por hematoxilina e eosina 200x). A
seta azul indica a presenca de células epitelioides ao redor dos vasos sanguineos e dos feixes nervosos, a
seta vermelha indica a presenca de células gigantes dentro do granuloma. B) leséo de pele de um paciente
lepromatoso (coloragdo por hematoxilina e eosina 200x). Em detalhe (coloragcdo por Wade 1000x). 1-
epiderme achatada, 2- faixa de Unna, 3- macrofagos indiferenciados, 4- macréfagos altamente infectados.
Imagens gentilmente cedidas pela Dra. Alice Miranda do Laboratério de Hanseniase-1OC-Fiocruz.
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No polo TT estdo os doentes que desenvolvem resposta parcialmente protetora ao
bacilo, pois possuem uma imunidade mediada por células controlando a disseminacao
da doenca e por isso apresentam um baixo indice bacilar. Ja o polo LL é representado
por aqueles individuos que apresentam um alto indice bacilar devido a ineficiente
resposta celular contra a bactéria resultando na doenca lepromatosa disseminada, e que
apresentam uma alta carga bacilar. Nas formas clinicas intermediarias BT, BB e BL, a
resposta imune celular é maior ou menor de acordo com a proximidade ao polo
tuberculdide ou lepromatoso, respectivamente (Ridley DS, Jopling WH, 1966) (Figura
1.8).

Imunidade mediada indice baciloscopico
por células 6
. -3
. 0
TT BT BB BL LL

Figura 1.8. Formas clinicas da hanseniase de acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling (1966).
A linha tracejada indica o indice bacilar que como pode ser observado, é bem elevado em pacientes do
polo LL e zero nos pacientes do polo tubercul6ide. J4 a linha preenchida indica a imunidade mediada por
células que é elevada no polo TT e muito baixa no polo LL. Classificagbes: TT (Tuberculdide polar), BT
(Borderline-Tuberculéide), BB (Borderline-Borderline), BL (Borderline Lepromatoso), LL (Lepromatoso
polar). Adaptado de Walker SL, Lockwood DNJ, 2006.

Durante o curso da doenca, cerca de 50% dos pacientes apresentam episodios
reacionais devido a reativacdo da resposta imune celular ligada a producdo de
mediadores inflamatdrios e associada ao dano tecidual. As reacbes podem ocorrer a
qualquer momento durante a evolucdo cronica da doenca, sobretudo apos o inicio do
tratamento especifico, que leva a morte bacilar e liberagdo macica de antigenos
micobacterianos (Britton WJ, Lockwood DNJ.2004). Os episodios reacionais podem
levar a piora do quadro clinico dos pacientes, aumentando o dano neural e contribuindo
para o surgimento de incapacidades fisicas
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1.6- Diagnostico e tratamento

O diagnostico da hanseniase ¢é essencialmente clinico. Os profissionais de saude
realizam a anamnese para obtencdo da histdria clinica e epidemiolégica do individuo,
identificam lesdes de pele com alteracdo de sensibilidade. Nas unidades de referéncia
realizam avaliacdo neuroldgica identificando neurites, incapacidades e deformidades,
além disso, identificam se o individuo ja apresenta caracteristicas do estado reacional da
doenca. Sdo também realizados exame para deteccdo do indice bacilar em esfregacos de
linfa e exame histopatologico (Ministério da Saude, 2002). Apesar da reducdo de
sensibilidade ser caracteristica predominante das lesfes de hanseniase, cerca de 30% das
lesbes ndo sdo anestésicas, o que pode dificultar o diagndstico da doenca (Walker SL,
Lockwood DNJ, 2006) .

A poliquimioterapia (PQT) com trés drogas para pacientes multibacilares foi
introduzida em 1981 pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS). A PQT desenvolvida
pela OMS é constituida por rifampicina, dapsona e clofazimina, essa combinacéo de trés
drogas possui 0 objetivo de reduzir o tempo de tratamento e o aparecimento de formas
resistentes do bacilo a uma Unica droga. Os pacientes Paucibacilares sdo tratados por
seis meses com rifampicina e dapsona e os Multibacilares séo tratados por 12 meses
com rifampicina, dapsona e clofazimina (Ministério da Saude, 2002). A hanseniase tem
cura e o tratamento € eficaz e gratuito. No entanto a detec¢do precoce de casos novos €
imprescindivel para interromper a cadeia de transmissdo e evitar incapacidades fisicas
(Sales AM, etal. 2011).
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1.7- A resposta imune na hanseniase

A captura de M. leprae pelas células dendriticas e a producéo local de citocinas e
quimiocinas pode regular a inflamacéo e manipular o curso da imunidade celular. Além
disso, M. leprae induz a liberagdo de citocinas por mondcitos através de sinais
reguladores positivos e negativos envolvendo PI3K, NF-kappaB, e caspase-1 (Sinsimer
D, et al. 2010).

Fragmentos de pele obtidos por bidpsia de pacientes com hanseniase revelaram
que monocitos e células dendriticas em lesGes de pacientes tuberculdides expressam
receptores do tipo Toll 1 e 2 em maior quantidade do que em lesbes de pacientes
lepromatosos (Krutzik SR, et al. 2003). Diversos trabalhos demonstram que M. leprae é
capaz de regular a resposta imune através dos macréfagos, além de induzir o acimulo
de colesterol em macréfagos infectados para garantir a sua sobrevivéncia (Mattos,
KA, et al. 2014). M. leprae também é capaz de induzir o fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo | (IGF-1) atenuando mecanismos antimicrobicidas e
promovendo sua sobrevivéncia no interior dos macrofagos (Batista-Silva LR, et al.
2016).

A inducdo de CD163 pelo bacilo favorece sua sobrevivéncia e persisténcia
através da ativacao de vias anti-inflamatdrias e por aumentar os estoques intracelulares
de ferro (Moura DD, et al. 2012). Outro mecanismo utilizado por M. leprae é a induc¢éo
da enzima Indoleamine 2, 3-Dioxygenase (IDO). Sales e colaboradores (2011)
demonstraram que a infecgdo por M. leprae aumenta a expresséo e atividade de IDO em
mondcitos de individuos sadios e pacientes lepromatosos. Os autores propuseram que a
infeccdo cronica por M. leprae induz a ativacdo de IDO, que por sua vez, contribui para
a imunossupressao especifica observada na hanseniase LL (de Souza Sales J, et al.
2011). Corroborando com esses dados, um estudo recente demonstrou que IDO e ferro
sd0 necessarios para a sobrevivéncia do bacilo. Os autores demonstraram que o ferro
pode regular a expressdo de IDO por um mecanismo que envolve IL-10, no qual pode
contribuir para a predominancia de macrofagos com fenétipo M2 em lesGes de pacientes
lepromatosos favorecendo a fagocitose e manutencdo de M. leprae na célula do
hospedeiro (de Mattos Barbosa MG, et al. 2017). Interessantemente, macrofagos
infectados com M. leprae apresentam perfil semelhante a macr6fagos com fenétipo M2

com aumento da producdo de citocinas anti-inflamatorias e diminui¢do das citocinas
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pré-inflamatéria (Montoya D, et al. 2009; Mége J-L, Mehraj V, Capo C. 2011). Estes
macrofagos, quando cultivados com células virgens, induzem preferencialmente
linfécitos T reguladores com elevada expressdo de FOXP3 e IL-10, regulando
negativamente a resposta Th1l e citotoxica (Yang D et al. 2016). Além disso, M. leprae €
capaz de inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos macrofagos,
facilitando a sua sobrevivéncia no interior dessas células (Holzer, T.1986).

A diferenciacdo de células T virgens em células efetoras e de memdria
representa uma etapa fundamental da resposta imune mediada por células. Descri¢es
iniciais retratam os linfocitos T efetores como células encontradas em ambientes de
estimulacdo antigénica ativa capazes de eliminar microorganismos por diferentes
mecanismos efetores. Em contraste, linfocitos T de memoéria sdo celulas que
permanecem presentes na auséncia de estimulacdo antigénica e tém a capacidade de se
expandir rapidamente ap6s uma segunda exposi¢do ao antigeno (Zimmerman C, et al.
1996). O IFN-y possui um importante papel na protecdo contra patdgenos intracelulares
e pode ser produzido por células do sistema imune inato e adaptativo (Pernis A, et al.
2007). As células T CD4 produtoras de IFN-y possuem um papel fundamental no
controle da infeccdo por M. leprae e M. tuberculosis (Raupach B, Kaufmann SHE.
2001). IFN-y possui amplas fungdes bioldgicas. E o principal produto das células com
fenotipo Thl, promove atividade citotoxica diretamente, junto com a IL-12 e participa
na diferenciacdo de células T CD4" virgens para o fendtipo Thl (Schoenborn JR,
Wilson CB. 2007). O IFN-y também regula a expressdo de MHC de classe I e de classe
Il e a apresentacdo de antigenos, influencia no ciclo celular, crescimento e apoptose, no
trafego de leucdcitos e interacdo dos leucdcitos com as células epiteliais, aumentando a
expressao de quimiocinas e moléculas de adesdo, influencia na troca de isotipo dos
anticorpos produzidos pelas células B e também possui papel regulador, inibindo o
desenvolvimento de células CD4* do tipo Th2 (von Boehmer H. 2005; Schoenborn JR,
Wilson CB. 2007). Sieling e colaboradores demonstraram que a expressao do antigeno
leucocitario humano (CLA) é regulada durante o curso da infeccdo por M. leprae
sugerindo que a resposta das células T aos antigenos micobacterianos direciona as
células T antigeno-especificos para o sitio da infeccao (Sieling PA, et al. 2007).

As células T possuem um importante papel na resisténcia a M. leprae, como
evidenciado pela abundante multiplicacdo do bacilo em patas de camundongos

timectomizados (Rees RJ, et al. 1967) e congenitamente atimicos (Colston MJ, Hilson
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GR, 1976). Pacientes LL n&o sdo imunocomprometidos e ndo sdo propensos a cancer ou
a infeccbes oportunistas que afetam pessoas com imunodeficiéncia. A anergia
imunolodgica associada aos pacientes LL € especifica aos antigenos de M. leprae
(Modlin R, T H Rea. 1994).

Diversos tipos celulares podem estar envolvidos no curso da resposta imune a M.
leprae e na auséncia de resposta imune ao bacilo observada nos pacientes lepromatosos.
Como pode ser observado na Figura 1.9, os pacientes com a forma tuberculoide
apresentam maior frequéncia de linfocitos com fendtipo Thl que expressam o fator de
transcricdo linhagem especifica T bet e produzem IFN- vy, assim como apresentam
células com fenotipo Th17 produtoras de IL-17 que junto com as células Thl sdo
capazes de evitar a disseminacdo do bacilo e manter a doenca localizada. Outra
possibilidade é a presenca de células Th1l/Th17 contribuindo para o controle de M.
leprae. Essas células expressam simultaneamente Thet e RORc produzindo IFN- y e IL-
17. Tanto células com fendtipo Thl ou Th2 sdo capazes de inibir a acdo das células T
reguladoras. Saini e colaboradores demonstraram a presenca de células CD4"Th17 em
pacientes tuberculdides com uma alta expressdo e liberacdo da IL17A por células
mononucleares sanguineas estimuladas com antigenos de M. leprae e em lesdes de pele
(Saini C, etal. 2013).

Os pacientes lepromatosos apresentam menor frequéncia de células com
fendtipo Thl e maior frequéncia de células T regs resultando na doenga disseminada,
com alta carga bacilar ndo sendo capaz de conter a multiplicacdo do bacilo. As
diferencas entre o polo lepromatoso e polo tuberculdide na resposta a M. leprae também
podem ser observadas através dos padrbes de citocinas produzidas por esses pacientes.
Clones isolados de lesdo de pacientes TT secretam preferencialmente IFN-y, enquanto
clones de linfocitos T CD4 isolados de lesdo de pacientes LL produzem
predominantemente IL-4 (Sieling PA, Modlin RL, 1994). Apesar dos pacientes
lepromatosos possuirem elevados niveis de anticorpos anti-PGL-1 e contra proteinas de
M. leprae, a resposta humoral ndo confere protecdo por tratar-se de um patdgeno
intracelular (Scollard DM, et al. 2006).
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Figura 1.9. Representacdo esquemética dos possiveis fenotipos de células T envolvidas na
hanseniase. As diferentes formas clinicas da hanseniase sdo provavelmente causados por mecanismos de
defesa do hospedeiro, que sdo orquestrados pelas respostas imunes inatas e adaptativas. Ap6s o
reconhecimento de M. leprae por receptores Toll-like (TLRs), NF-kB é ativado, resultando na regulagao
positiva de citocinas prd-inflamatérias (GM-CSF, IL-1B, TNF-a, IP-10, IL-12) e quimiocinas induzindo a
migracdo e ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs), como macrdfagos. Posteriormente, as
APCs migram para os 6rgdos linfoides para apresentarem antigenos micobacterianos as células T virgens.
Dependendo de diferentes moléculas co-estimuladoras ou inibitdrias e citocinas, diferentes subpopulacdes
de células T serdo desenvolvidas e podem variar de células CD4* Thl ou Th2, CTL ou Thl7. Além das
células T reguladoras (Treg), que desempenham um papel na diminui¢do da resposta imune M. Leprae
especifica observada nos pacientes (LL Bobosha K, Wilson L, van Meijgaarden KE, Bekele Y, Zewdie
M, van der Ploeg-van. 2014) (Adaptado de van Hooij A, Geluk A. 2016)

Células Tregs (CD4*CD25"9"FOXP3*) circulantes variam nas diferentes formas
clinicas da hanseniase e pacientes multibacilares apresentam uma maior frequéncia de
células T regs quando comparados aos paucibacilares (Attia EAS, et al. 2010; Palermo
et al. 2012). Foi demonstrado que células T regs CD25" poderiam influenciar na
modulacdo negativa da resposta imune M. leprae-especifica observada nos pacientes
multibacilares (Bobosha K, et al. 2014), sugerindo o envolvimento dessas células na
determinacdo da forma da doenca. Ensaios de supressdo usando Tregs CD4*CD25* de
pacientes multibacilares indicam que essas células podem estar envolvidas na supressao
da resposta imune mediada por células de maneiraindependente de contato em pacientes
lepromatosos. Em outro estudo os autores demonstraram que as Tregs de pacientes
BL/LL possuem uma estabilidade da expressdao de FOXP3 (forkhead box protein 3) por

apresentarem acetilacdo de FOXP3 nos residuos de lisina (Kumar S, et al 2013).
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1.8- As células T reguladoras

As Tregs possuem um importante papel na supressdo da resposta imune,
mantendo a auto-toleréncia e a homeostasia. Estudos sobre o papel supressor dessas
células se originaram da observacdo de que camundongos timectomizados até trés dias
apos o nascimento desenvolviam autoimunidade, e que esse processo era revertido apds
a transferéncia singenéica de células T do bago ou do timo (Nishizuka Y, Sakakura
T,1969). Sakaguchi e colaboradores demonstraram que o tipo celular responséavel por
prevenir a autoimunidade nesse modelo apresentava o fenétipo CD4*CD25* (Sakaguchi
S, et al. 1995), e posteriormente essas células foram classificadas como FOXP3*
(Fontenot JD, et al. 2003). As Tregs expressam constitutivamente o fator de transcricao
linhagem-especifico, FOXP3e altos niveis da cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25).
Este fator de transcricdo € essencial para a diferenciacdo, manutencdo e capacidade
supressora das Tregs, assim como para a inibicdo da expressdo de genes associados a
linfocitos T helper (Josefowicz SZ, et al. 2012). A expressdo de FOXP3 é essencial para
prevenir auto-imunidade em seres humanos (Fred Ramsdell, Steven F. Ziegler, 2014). O
gene FOXP3 possui uma regido reguladora chamada regido desmetilada Treg-especifica
(TSDR - do inglés, Treg-specific demethylated region), que é passivel de alteracGes
epigenéticas, devido ao seu rico conteido CpG. Citosinas metiladas estdo associadas a
inibicdo da transcricdo génica, enquanto citosinas desmetiladas possibilitam a ativacao
da expressdo génica. A desmetilacdo da regido TSDR nas Tregs parece ser essencial
para a expressao estdvel de FOXP3 e, consequentemente, estabilizacdo da funcéo
reguladora (Povoleri GA, et al. 2007). A anélise de genes alvos do FOXP3 em Tregs
demonstrou que os diferentes programas de transcricdo estabelecem a linhagem das
Tregs durante a diferenciacdo e proliferacdo na periferia. Esse estudo também mostrou
que FOXP3 pode regular aproximadamente 700 genes podendo atuar como ativador ou
repressor, além disso, FOXP3 provavelmente configura uma rede de fatores de
transcricdo que controlam o programa funcional das Tregs como sobrevivéncia,
proliferacdo e funcdo supressora (Ye Zheng, et al. 2007). Essas células podem ser
derivadas do timo ou induzidas na periferia em condicGes inflamatorias ou em reposta a

um patdgeno.
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A principal funcdo das Tregs timicas é migrar para o sitio de inflamagdo e
suprimir os linfocitos efetores, principalmente as subpopulacdes de células T auxiliares
(Th): Thl, Th2, Thl7 e Th follicular (Chaudhry A, et al. 2009; Chung Y, et al. 2011;
Koch MA, et al. 2009; Linterman MA, et al. 2011). Em seres humanos, apds o seu
desenvolvimento no timo, as Tregs saem em direcédo a periferia onde representam cerca
de 2 a 4% das células T (Baecher-Allan C, et al. 2004). Ja as Tregs induzidas se
desenvolvem fora do timo em condicgdes variadas que incluem ndo somente a resposta a
antigenos em condicdes inflamatdrias agudas, mas também em inflamagdes crbnicas e
infeccdo (Bilate AM, Lafaille JJ 2012). A ativacdo do receptor de linfécito T (TCR)
parecer ter um papel importante na inducédo da atividade supressora das Tregs. Andrew
G Levine e colaboradores (2014) demonstraram que a ativacdo do TCR foi necessaria
para manter a expressdao de um subconjunto de genes que compreende 25% da
assinatura transcricional das Treg ativadas (Andrew G Levine, et al. 2014) e a
homeostasia das Tregs, expressdo génica linhagem-especifica e capacidade supressora
dependem da ativacdo continua de seu TCR (J. Christoph Vahl, et al. 2014). Além
disso, foi demonstrado que a forca de supressdo das Treg CD25 high depende da
intensidade da estimulacdo do TCR em um ambiente antigeno-especifico e que, quanto
mais forte for a ativacdo do TCR, mais rapidamente as células respondedoras se tornam
supressoras (Baecher-Allan C, et al. 2002).

As Tregs apresentam um importante papel no controle da resposta imune contra
patdégenos (Belkaid Y, et al. 2001). Dados da literatura demonstram que as Tregs,
através da producdo de IL-10, favorecem a persisténcia de Leishmania major (Suffia IJ,
et al. 2006), e que Tregs especificas para L. major, encontradas no sitio de infeccéo,
suprimem as células T de maneira dependente ou ndo de IL-10 (Belkaid Y, et al. 2001).
Estudos posteriores mostraram que em seres humanos as Tregs sdo capazes de suprimir
a ativacao de células T no sitio de infec¢cdo na Leishmaniose visceral (Ambak K. Rai, et
al. 2012). Além disso, as Tregs podem se expandir e acumular no sitio de infeccédo
(Campanelli AP et al, 2006; Xu D, et al. 2006). Em resposta a antigenos virais em seres
humanos, células T de memoria e Tregs FOXP3* especificas para Varicella zoster se
acumulam simultaneamente no sitio de desafio intradermico com o antigeno, sugerindo
que as Tregs podem ser derivadas de células T de memoria durante a resposta imune in

vivo em um local especifico, e que pode haver uma ligagdo entre a expansao das células
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T CD4" de memoria e Tregs antigeno-especificas que controlam a resposta durante a
ativacdo antigeno-especifica nos tecidos (Vukmanovic-Stejic M, et al. 2013).

As Tregs podem ser encontradas na circulacdo, em tecidos linfoides secundarios e
em tecidos ndo linfoides até mesmo em condi¢des ndo inflamatdrias (Sather BD, et al.
2007). Em 2014 foi demonstrado que células Tregs de memdria residem estavelmente
na pele humana e que em condicdes inflamatorias essas células se expandem, séo
altamente proliferativas, e produzem baixos niveis de IL-17 em lesdes de psoriase
(Sanchez Rodriguez R, et al. 2014). As células Tregs possuem um importante papel na
tolerancia imunoldgica e homeostasia através de diversos mecanismos, suprimindo
diversas celulas do sistema imune como celulas T CD4 e CD8, células dendriticas,
células B, natural killers, macrofagos e mastocitos (von Boehmer H, 2005; Misra N, et
al. 2004; Lim HW, et al. 2005; La Cava A, et al. 2006; Taams LS, et al, 2005). As
células Tregs suprimem células T efetoras, bloqueando a ativacdo e funcdo destes
linfécitos de diversas maneiras como evidenciado na Figura 1.10. Essas células, através
de CD39 e CD73, sdo capazes de inibir a ativacdo e proliferacdo celular via conversdo
de ATP/ADP (Borsellino G, et al. 2007; Kobie JJ, et al. 2006). S&o capazes de inibir a
apresentacdo de antigeno pelas células dendriticas atraves da expressdo do antigeno 4 de
linfécito T citotoxico (CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), e gene 3
de ativacdo linfocitaria (LAG-3, Lymphocyte-activation gene 3. (Josefowicz SZ, et al.
2012). Um outro mecanismo de supressao observado nas Tregs € a capacidade de
transferir exossomas contendo micro RNA (miRNA) para vérias células do sistema
imune, incluindo células T helper 1, nas quais suprimem a proliferacdo e producdo de
citocinas (Isobel S. Okoye, et al. 2014).
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Figura 1.10. Mecanismos de supressao das células T reguladoras. 1-Secrecdo de TGF-p1, IL-10, IL-
35 e Galectina 1. 2- TGF-p1 latente associado a membrana. 3- Elevada expressdo de VF25/IL2Ra 4-
Geracdo de adenosina extracelular pela expressdo das moléculas de superficie CD39/CD73.5-
Transferéncia da molécula inibidora AMPc através de juncbes GAP. 6- Galectina-1 associada a
membrana. 7- Inducdo de tolerancia. 8- Secrecdo de granzima A e B. 9-Ligacdo de LAG-3 ao MHC-II.
10- Supressdo dependente de CTLA-4. Adaptado de R&D Systems Tools for Cell Biology Research™
(acesso em: 12/07/2017 disponivel em
https://resources.rndsystems.com/images/site/MA104_Treg_NOV6870.pdf).

A hanseniase multibacilar esta associada a uma resposta reduzida das células T
especificas para M. leprae cujos mecanismos ainda ndo foram esclarecidos. Um estudo
realizado por Kumar e colaboradores (2011) demonstrou um aumento significativo de
TGF-B em pacientes com hanseniase. Os autores sugerem que a super expressao de
TGF- B poderia possibilitar a conversdo de células T virgens e de meméria em células T
regs pela indugdo de FOXP3 nessas células e simultaneamente favorecer a geragdo de
Tregs (Kumar S, et al. 2011b). Corroborando esses dados, em 2014, Saini e
colaboradores demonstraram um aumento de células CD4*CD25*FOXP3* produtoras
de TGF-  em pacientes lepromatosos tanto em lesdes de pele quanto in vitro, indicando

que essas células podem regular negativamente a resposta imune mediada por células T
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refletindo a anergia antigeno especifica associada aos lepromatosos e a severidade da
doenca (Saini C, Ramesh V, Nath 12014). TGF- B inibe a proliferacdo de células
efetoras Thl e Th2 em pacientes lepromatosos (Kumar S, et al. 2011a) e a funcéo
efetora de Thl e Th17 através do contato direto, ou indiretamente através da produgéo
de IL-10 e TGF- B, que atuam como mediadores de supressdo (Kumar S, et al. 2013c).

Os dados anteriores demonstraram que TGF-B em pacientes lepromatosos é
proveniente de macrdfagos infectados por M. leprae, que liberam grandes quantidades
dessa citocina (Kumar S, et al. 2011b), mostrando um possivel mecanismo para que a
infeccdo por M. leprae induza um ambiente propicio ao desenvolvimento de Tregs e
supressao da resposta imune patdgeno-especifica observada nos pacientes lepromatosos.
Um estudo recente demonstrou que IL-12 e IL-23 podem modular a plasticidade das
Tregs na hanseniase. Os autores demonstraram que o uso de IL-12 e IL-23
recombinantes podem converter as Tregs em células Thl ou Th17 modificando a
resposta imune do hospedeiro, e que um balango entre essas subpopulacdes poderia
controlar o crescimento do bacilo (Tarique M, et al. 2017). De fato, as Tregs induzidas
na auséncia ou presenca de condicGes inflamatorias podem apresentar funcdes
bioldgicas distintas, e isso alterar a regulacdo da resposta imune do hospedeiro
(Angelina MB, Juan JL, 2012).
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1.9- Por que as pessoas tém hanseniase?

Diversos fatores podem estar associados ao desenvolvimento da hanseniase.
Historicamente a doenca tem sido associada a pobreza. Existem dados mostrando uma
relacdo entre a alta prevaléncia da hanseniase e a desigualdade social. Um maior risco
de adoecimento também foi associado a menor grau de escolaridade, habitacdo pobre e
baixa renda (Ponnighaus JM, et al. 2011). Corroborando com esses dados, Silva e
colaboradores (2017) demonstraram que a distribuicdo da hanseniase e o risco de
adoecimento esta diretamente relacionado a condi¢des de moradia da populagéo.

Fatores imunoldgicos e o estado nutricional também parecem ser fatores de
risco importantes para o adoecimento (Alfonso JL, 2005; Moet, 2006). A predisposicao
genética tambem é um fator importante. Um estudo epidemioldgico realizado por
Bakker e colaboradores (2004) demonstrou que 50% da susceptibilidade a hanseniase é
hereditario. Polimorfismos na regido promotora para o gene da Linfotoxina-alfa (LTA)
foram descritos como um fator genético de risco para o adoecimento (Alcais A, et al.
2007). Mira e colaboradores (2004) identificaram polimorfismos em uma regido
promotora compartilhada por dois genes: PARK2 e PACRG. Estes polimorfismos estdo
associados a uma maior susceptibilidade a doenca. Polimorfismos em outros genes
como o do receptor da vitamina D, TNF, L-10, IFN-y, componentes do complexo HLA
e receptores do tipo Toll-1 (TLR-1) também foram descritos como fatores de risco para
0 desenvolvimento da hanseniase (Mira MT, et al. 2004; Santos AR, et al. 2002;
Cardoso CC, et al. 2011; Suryadevara NC, et al. 2013; Pinto P, et al. 2012; Marques C
de S, et al. 2013).

A hanseniase pode afetar individuos em todas as faixas etarias e em ambos os
sexos. A distribuicdo da doenca entre homens e mulheres varia amplamente entre as
diferentes populacdes. No entanto, em relacdo a idade, um estudo com 48.000 casos de
hanseniase observados entre 1962 e 1970 demonstrou um pico de prevaléncia e
incidéncia da hanseniase na faixa etéria de 35-44 anos, onde, a distribuicdo por idade da
hanseniase tuberculdide mostra uma curva bimodal, com picos entre 10-14 e 35-44
anos. O primeiro pico aparece relacionado a ocorréncia de lesbes precoces e auto
curaveis em escolares e 0 segundo pico relacionando os tipos de hanseniase em familias
de casos unicos e multiplos (de Vries JL, Perry BH, 1985). Corroborando esses dados, o

trabalho de Moet e colaboradores (2006) mostra uma distribuicdo bimodal da doenca de
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acordo com a idade: um maior risco de adoecimento foi observado em individuos de 10
a 19 anos e naqueles com idade de 30 anos com um aumento crescente com 0
envelhecimento, sendo essa observacdo mais evidente nas mulheres. Diversos estudos
tém demonstrado uma maior incidéncia da hanseniase multibacilar em homens (Britton
WJ, et al. 2012).

Um recente estudo realizado com dados do Ambulatério Souza Araudjo (ASA),
Centro de Referéncia em Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz, mostrou que o indice
bacilar (1B) € maior no sexo masculino mesmo quando se considera apenas pacientes
sem deformidades fisicas no diagndstico. Este estudo encontrou IB significativamente
maior em homens de 20 a 59 anos de idade. Uma possivel explicacdo para essa
descoberta é que 0 aumento de testosterona nesse grupo pode estar envolvido na criagdo
de um ambiente que poderia facilitar o crescimento de M. leprae favorecendo uma carga
bacilar mais elevada em homens (Nobre ML, et al. 2017). Interessantemente, estudos
experimentais em infeccdo por patdgenos intracelulares tém demonstrado que engquanto
0 estrogénio estimula a resposta imune celular, aumentando a frequencia de células T
CD4 antigeno especifica e a producdo de IFN-y, a testosterona estimula a producdo de
citocinas anti-inflamatdrias associadas com a resposta Th2 como IL-10 e IL-4, sendo a
producdo desse horménio uma possivel explicacdo para a maior incidéncia da
hanseniase em homens (Snider H, et al. 2009; Pinzan CF, et al. 2010; Yamamoto Y, et
al. 1991; Bini El, et al. 2014).
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1.10- Os contatos de pacientes com hanseniase multibacilar, o risco de adoecimento

e a vacinagdo com BCG

Estudar a hanseniase e néo investigar os contatos domiciliares seria negligenciar
a doenca como um problema de salde publica, pois a eliminagdo da hanseniase ndo
pode ser alcancada somente com a PQT. A identificacdo de individuos com risco de
desenvolver a hanseniase e seu diagnostico precoce € crucial para o controle efetivo da
doenca. Os contatos de pacientes multibacilares constituem a populagdo com maior
risco de adoecer. O risco de adoecimento dos contatos domiciliares de pacientes
multibacilares é de 8 a 10 vezes, enquanto para os contatos domiciliares de pacientes
paucibacilares € de 2 a 4 vezes maior quando comparados a individuos sadios de area
endémica sem histdria de exposicdo a M. leprae (Noordeen SK, 1994).

As principais caracteristicas que facilitam o surgimento da doenca entre 0s
individuos saudaveis sdo a consanguinidade e proximidade com um paciente de
hanseniase, e a carga bacilar deste paciente, pois a exposicao frequente e prolongada a
M. leprae é o maior determinante para 0 adoecimento (Sales AM, et al, 2011). Em
1991, Sampaio e colaboradores demonstraram que a reducdo de resposta imune a M.
leprae entre pessoas expostas pode ser indicadora de susceptibilidade. Embora M.
leprae seja considerado um patdgeno de baixa patogenicidade, o bacilo apresenta uma
alta infectividade. Ja foi demonstrado que em locais de alta prevaléncia para hanseniase,
quase a metade da populacdo € considerada um contato (Bakker Ml, et al. 2004).
Corroborando essa informacgdo, Martins e colaboradores (2012) demonstraram que em
locais de alta endemicidade para hanseniase, a resposta a M. leprae é independente de
um contato prévio com um paciente de hanseniase. Para Moet e colaboradores (2006),
se 0s vizinhos tiverem um contato intenso com um paciente, esses individuos também
apresentardo um maior risco de adoecimento.

Embora o maior risco de adoecimento ocorra entre 0s contatos intradomiciliares,
em éareas endémicas 0s contatos considerados sociais, que sdo aquelas pessoas que
residem no mesmo bairro e participam da mesma vida social, também apresentam um
risco de adoecimento associado. As medidas de controle para a hanseniase ndo devem
ser limitadas somente a familia dos pacientes, mas devem ser estendidas a grupos de

risco de um mesmo bairro (Feenstra SG, et al. 2013).
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Em adicdo ao tratamento com a PQT, o programa de controle da hanseniase no
Brasil recomenda o exame clinico e, a partir de 1992, a vacinacdo intradérmica com
Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) nos contatos de pacientes que sdo considerados o
grupo com maior risco de desenvolver a doenca (Ministério da Saude, 2002). Embora
tenha sido desenvolvida incialmente para tuberculose, ja& € bem estabelecido que a
vacina BCG também confere protecédo contra a hanseniase (Abel L, et al. 1990; Fine PE,
et al. 1997; Zodpey SP, et al. 2005, Dippre NC, et al. 2008). A aplicacdo da vacina
BCG depende da histdria vacinal de cada individuo. Se no momento do exame clinico o
contato ndo apresentar cicatriz de BCG recomenda-se tomar uma dose da vacina; se o
contato apresentar uma unica cicatriz de BCG, é recomendado que este seja vacinado
com mais uma dose, e se 0 contato apresentar duas cicatrizes de BCG, nenhuma dose é
prescrita (Ministério da Saude, 2007).

Em 2004, Cunha e colaboradores observaram que a vacinacdo com BCG
conferiu cerca de 70% de protecdo contra a hanseniase na vacinacdo neonatal,
principalmente para a forma MB. Ja em grupos de risco (contatos), a vacina¢do com
BCG conferiu cerca de 50% de protecdo, sendo esta protecdo aumentada em 25% com a
repeticdo da vacina. Sarno e colaboradores (2012) também demonstraram que a
vacinacdo e a revacinagdo com BCG possuem um papel protetor para os contatos
intradomiciliares. Estudos tém demonstrado que o tratamento do caso indice e a
vacinagdo com BCG (a primeira ou a segunda dose) diminuem o risco de se contrair a
hanseniase (Dlppre NC, et al. 2008).

A vigilancia epidemioldgica dos contatos € um componente altamente eficiente
no controle da hanseniase. A busca ativa de novos casos é fundamental para a deteccéo
precoce e a0 mesmo tempo interrompe a cadeia de transmissdo ajudando a prevenir as
incapacidades decorrentes de doenca ndo tratada (Ministério da Saude, 2006). Hacker e
colaboradores (2012) demonstraram que casos diagnosticados por vigilancia de contatos
foram detectados no inicio da progressdo da doenca, resultando em apresentacOes
clinicas menos graves, niveis mais baixos de incapacidades fisicas, indices
baciloscopicos iniciais e finais menores e uma menor prevaléncia de episédios
reacionais. A este respeito, a vigilancia de contatos provou ser uma estratégia eficaz de
prevencdo terciéria, indicando que a vigilancia ativa é especialmente importante em
areas de alta endemicidade como o Brasil. Através de um estudo multinivel de dados

que permitiu a observacdo dos efeitos das variaveis no grupo dos pacientes e dos
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contatos simultaneamente, Sales e colaboradores (2011) identificaram 0s principais
fatores de risco para o adoecimento. Os autores observaram que o principal fator de
risco entre os casos de contatos incidentes foi a proximidade com o caso indice e entre
as caracteristicas do caso indice, a carga bacilar do caso indice foi o principal fator de
risco associado ao desenvolvimento da hanseniase entre os contatos.

O maior risco de adoecimento entre os individuos que possuem uma relacéo
muito préxima com o caso indice também foi relatado por outros autores (Dos Santos,
et al. 2013). Sales e colaboradores (2011) também relataram que a cicatriz de BCG e a
aplicacdo da vacina apés o diagndstico do caso indice contribuiu para a protecdo. Além
disso, 0s autores observaram que a vacina aplicada na infancia se mostrou protetora
contra a hanseniase em 72% de todos os casos coprevalentes e em 55% dos casos
incidentes. Durante o estudo, a taxa de protecdo conferida para a vacina aplicada ap6s o
diagnostico do caso indice foi de 56%. Um estudo realizado em Bangladesh demonstrou
que a vacina BCG pode contribuir para a identificacdo de contatos com infeccédo
subclinica. Os autores observaram que 28 (23%) dos 122 contatos diagnosticados com
hanseniase, desenvolveram os sintomas 2-10 meses ap0s a vacinagdo, sendo a forma
paucibacilar identificada nas primeiras 12 semanas e a forma multibacilar sendo
identificada mais tardiamente, reforcando a teoria de que a BCG ativa a resposta imune,
revelando individuos onde a doenca ja se encontra em progressdo em contatos com
infeccdo subclinica. Dessa forma, a vacinacdo com BCG ajudaria a identificar esse
grupo de alto risco, que recebera o tratamento adequado em estagio inicial diminuindo a
incidéncia de lesdes neurais e deformidades fisicas (Richardus RA, et al. 2015).

O exame de contatos combinado com a sorologia para PGL-I e a vacina¢do com
BCG permanecem como importantes estratégias para o controle da hanseniase. Duppre
e colaboradores avaliaram o impacto da soropositividade ao PGL-I no efeito protetor da
vacinacdo com BCG entre os contatos de pacientes com hanseniase. A constatacdo de
que os indices de casos de hanseniase foram maiores entre 0s contatos soropositivos
justifica as estratégias de acompanhamento voltadas para este grupo especifico. Além
disso, recomenda-se que 0s contatos com sorologia positiva para PGL-I e os contatos
com um familiar com elevado indice baciloscopico, independentemente da resposta
soroldgica, devem ser monitorados (Dippre NC, et al. 2008). Como pode ser observado
na Figura 1.11, a principal fonte de transmissdo sdo 0s pacientes multibacilares,
entretanto individuos superexpostos ao bacilo, principalmente 0s que ja apresentam
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sorologia positiva para o PGL-I e que possuem um maior risco de adoecer (Buhrer-

Sekula S, et al. 2000), mas que sdo assintomaticos, poderiam estar contribuindo para a

disseminacéo do bacilo no ambiente.

Exposi¢cao ao M. leprae
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Figura 1.11. Ciclo de transmissdo do M. leprae. Os pacientes multibacilares sdo considerados a
principal fonte de eliminacéo de bacilo viavel no ambiente. Apds a exposi¢do a M. leprae menos de 10%
dos individuos irdo desenvolver a doenca, no entanto os individuos assintomaticos, mas que ja
apresentam uma carga bacilar devido a superexposi¢cdo a M. leprae podem estar contribuindo para a
disseminac&o do bacilo, participando da cadeia de transmissdo (Adaptado de Visschedijk J, et al. 2000).

A identificacdo e tratamento de individuos ainda num estégio inicial da doenca
sdo de grande importancia para uma eficiente interrupgdo da cadeia de transmissao de
M. leprae. A quimioprofilaxia em contatos usando uma dose Unica de rifampicina
mostrou um efeito protetor de aproximadamente 60% nos primeiros 2 anos e, Nos casos
em que esse contato ja havia recebido a vacina BCG, o efeito protetor aditivo foi de
80%. Além disso, foi demonstrado que o efeito protetor da vacinagdo BCG é maior
entre os contatos de pacientes com hanseniase do que entre a populagdo geral, 68%
contra 53% (Richardus JH, Oskam L. 2015).
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1.11- A vacina BCG e a inducéo de imunidade treinada

A imunizacdo com BCG é bem conhecida por induzir uma forte resposta
adaptativa do tipo Thl com o aumento da producdo de IFN-y (Flynn JL, et al. 1993).
Recentemente foi descrito que a vacinagcdo com BCG também leva a inducdo de células
do tipo Th17 produtoras de IL-17 (Kleinnijenhuisa et al , 2014). A vacina¢do com BCG
induziu um aumento na producdo de mediadores inflamatorios, principalmente IFN-y,
em criancas no Reino Unido (Lalor MK, et al, 2010), assim como induziu uma resposta
imune especifica contra Mycobacterium tuberculosis mediado pelo aumento de células
B e producdo de anticorpos especificos (Ismail Sebina, et al. 2012). De forma
interessante, até a cicatriz vacinal materna estad associada com um aumento de uma
resposta pro-inflamatoria nas criancas (Mawa PA, et al. 2017).

Um elemento para explicar a acdo da vacina BCG na protecdo contra hanseniase,
é o fato de que M. leprae e M. bovis compartilham muitos antigenos com alto grau de
homologia (Cole ST, et al. 2001). Contudo, a vacina BCG tem reconhecidamente
efeitos que aumentam a resposta imune de forma inespecifica (Kleinnijenhuis J, et al.
2014). O mecanismo imunolégico para os efeitos ndo especificos da vacina BCG foi
descrito recentemente. Voluntarios sadios vacinados com BCG apresentaram uma
reprogramacao epigenética de seus mondcitos via receptor NOD2, resultando num
aumento da expressdo de receptores celulares, acompanhado por uma maior producéo
de citocinas em resposta a patdgenos ndo relacionados ao BCG. Este fenémeno foi
chamado de "imunidade treinada" ou “memoria imune inata” (Kleinnijenhuis J, et al.
2012; Netea MG, et al. 2016).

A imunidade treinada é orquestrada por reprogramacao epigenética que modifica
a expressdo génica e a fisiologia celular de maneira diferente de modificagdes genéticas
permanentes como mutacdo e recombinacdo, que sdo essenciais para a imunidade
adaptativa (Netea MG, et al. 2011). Participam da imunidade treinada células mieldides,
Natural Killer (NK), celulas linfoides inatas, receptores de reconhecimento padrdo e
citocinas. Além disso, diferentemente da imunidade adaptativa, 0 aumento da resposta a
um segundo estimulo n&o é especifico para um patdgeno, mas é mediado por sinais que
interferem diretamente com fatores de transcrigdo via reprogramacao epigenética. A
Figura 1.12 mostra a diferenga na ativacdo da memdria imunoldgica classica e a
imunidade treinada.
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Figura 1.12. Diferenga na ativacdo da memoria imunoldgica cléssica e a imunidade treinada.

A) Memoria imunoldgica adaptativa envolve recombinacéo genica em linfocitos B e T o qual confere
alta especificidade por muitos anos. B) Imunidade treinada definida como memdria imunolégica inata que
induz aumento de propriedades inflamatorias e antimicrobianas nas células inatas, responsavel por um
aumento ndo especifico da resposta a infecgdes posteriores melhorando a sobrevivéncia do hospedeiro
(Adaptado de Netea MG, et al. 2016).

A imunidade treinada depende de um estado funcional alterado das células
imunes inatas que persistem durante semanas a meses, apos a eliminacdo do estimulo
inicial (Netea MG, et al. 2017; Kleinnijenhuis J, et al. 2014). Dados da literatura
sugerem que a resposta imune inata pode ser “treinada” e exercer um novo tipo de
memoria imunoldgica apos re-infeccdo (Netea MG, et al. 2017). Elementos reguladores
que sdo epigeneticamente ndao metilados ou metilados em baixo nivel em células nédo
estimuladas, ganham modificacfes nas histonas somente em resposta a um antigeno
especifico. Como pode ser observado na Figura 1.13, ap6s remocdo do estimulo in
vitro, uma fracdo latente dos elementos reguladores retém histonas modificadas e

podem sofrer uma forte ativagdo em resposta a uma re-estimulacao.
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Figura 1.13. ModificacBes epigenéticas durante a imunidade treinada. A ativacio inicial da
transcricdo génica é acompanhada pela metilacdo especifica da cromatina, que é apenas parcialmente
perdida apods a eliminacéo do estimulo. As modificagdes epigenéticas das células imunes inatas, ilustrado
pela persisténcia de histonas metiladas, como H3K4mel, que caracterizam os "potenciadores latentes",
resultam em uma resposta mais forte frente a uma re-infeccdo. (Netea MG, et al. 2016).

Recentemente Polycarpou (2016) demonstrou que M. leprae ativa TLR-4, porém
a prévia vacinacdocom BCG pode impactar diretamente no seu nivel de ativacao,
sugerindo um possivel mecanismo pelo qual a vacinacdo com BCG estimula a protecao
“ndo-especifica” do sistema imune. Os autores demonstraram um aumento da
expressdo de TLR-4 em macrogafos provenientes de individuos ndo vacinados com
BCG apds incubacdo com M. leprae. Interessantemente, a expressao de TLR-4 em
macrofagos de individuos saudaveis vacinados com BCG foi modulada negativamente.
Além disso, os autores demonstraram que o pré-tratamento com BCG reverteu a
ativacdo de TLR-4 induzida por M. leprae em macréfagos de individuos ndo vacinados
(Polycarpou A et al. 2016).
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1.12- A modulacéo da resposta imune frente a constante exposicao a M. leprae e a
alta carga bacilar

Os pacientes multibacilares sdo considerados a principal fonte de transmissdo de
M. leprae, uma vez que eles possuem uma alta carga bacteriana, podendo liberar cerca
de 107 bacilos viaveis por dia através das vias aéreas (Davey, Rees, 1974). Em 1973 um
estudo demonstrou que individuos superexpostos ao bacilo apresentavam uma resposta
linfoproliferativa in vitro baixa, no entanto, quando o paciente era tratado havia uma
elevacdo dessa resposta (Godal T; Negassi K, 1973). Posteriormente, em 1991, Sampaio
e colaboradores demonstraram que a perda de resposta imune a M. leprae entre pessoas
expostas pode ser indicador de susceptibilidade (Sampaio EP, et al. 1991). Diversos
estudos em diferentes paises tém relacionado a super exposicdo a M. leprae com o
maior risco de adoecimento (Bakker M, et al. 2004; Fine PE, et al. 1997; Van Beers
SM, et al. 1999). Um estudo multicéntrico realizado pelo nosso grupo em individuos
com diferentes graus de exposicdo a M. leprae demonstrou que os individuos com
maior exposicdo ao bacilo apresentam uma diminuicdo da producdo de IFN-y em
resposta ao patdgeno. Como pode ser observado na Figura 1.14, a producdo de IFN-y
foi medida em células mononucleares de sangue periférico de individuos com diferentes
historicos de exposicdo a M. leprae estimuladas com o bacilo sonicado e com peptideos
M. leprae-especificos. Uma correlacdo entre os grupos de individuos saudaveis em
relacdo a producdo de IFN-y reflete o nivel de exposicdo a M. leprae, pois, enquanto 0s
niveis de IFN-y foram zero ou proximos a zero em individuos residentes em areas com
baixa/média prevaléncia para a hanseniase, em individuos sadios residentes em area de
alta prevaléncia de Fortaleza os niveis foram comparaveis aos observados nos contatos
de pacientes com hanseniase. Um pico na producdo de IFN-y em resposta aos peptideos
M. leprae-especificos foi observado no grupo de contatos de pacientes paucibacilares.
Estes niveis caem em contatos de pacientes multibacilares que apresentam maior
exposicdo a M. leprae, e diminuem mais ainda nos pacientes com hanseniase. Esses
dados sugerem que a evolucdo da infeccdo latente para doenca ativa esta relacionada
com a progressiva reducdo na producdo de IFN-y patogeno-especifico e em paralelo
com um aumento da carga bacilar nesses individuos (Martins MVSB, et al. 2012).
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Figura 1.14. Modelo da modulacdo negativa da producdo de IFN-y pelo M. leprae durante infec¢édo
assintomatica e doenca ativa. NECgraziL= Do inglés “non-endemic controls, Brazil”

ECLow = do inglés “endemic control médium burden”, EChigh = “endemic control high burden”, HCPB =
Household Contacts of Paucibacillary Patients”, HCMB = do inglés “Household Contacts of
Multibacillary Patients, PB= Paucibacillary patients, MB = Multibacillary patients (Adaptado de Martins
MVSB, et al. 2012).
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2- Hipotese

Os contatos de pacientes multibacilares, devido a sua maior exposicdo a M.
leprae e maior risco de adoecimento, representam um grupo com grande importancia
para o estudo dos mecanismos envolvidos na modulacdo da resposta imune celular
antigeno-especifica na infeccdo pelo M. leprae. Especificamente neste trabalho
investigamos como a interrupcdo da exposicdo a M. leprae via tratamento do caso
indice, assim como a vacinacdo com BCG, impactam na resposta imune especifica ao
bacilo nos contatos de pacientes multibacilares. A nossa hipdtese inicial é a da
existéncia de um componente inespecifico no mecanismo de protecdo da BCG contra a
hanseniase e, para validar essa hipdtese, avaliamos o perfil de resposta imune celular a
peptideos especificos de M. leprae que ndo sdo compartilhnados com BCG.

Na segunda parte deste estudo investigamos se as Tregs M. leprae-especificas
nos pacientes com hanseniase contribuem para a modulacdo negativa da resposta a M.
leprae que é observada com o aumento da carga bacilar. Nossa hipotese é que as células
Treg poderiam estar envolvidas na supressdo da resposta Thl M. leprae-especifica.
Consideramos que a interacdo de M. leprae com fagdcitos mononucleares gera um
microambiente favoravel ao surgimento de células Tregs que suprimem a resposta
imune patdgeno-especifica na hanseniase. Para investigar essa hipotese, nos
propusemos a avaliar fenotipica e funcionalmente células Tregs presentes em lesdo de
pele e sangue periférico de pacientes com as formas lepromatosa e tuberculdide da
hanseniase. Diferente dos trabalhos anteriormente citados que descrevem a participacao
das células Tregs na hanseniase, 0 nosso trabalho tem como objetivo avaliar a razdo das
células Tregs e T efetoras M. leprae especificas, avaliar a capacidade supressora das
Tregs e a estabilidade do fendtipo regulador, bem como investigar fatores de transcri¢do
linhagem especificos de células T efetoras e reguladoras em lesdes de pele de pacientes
com hanseniase. Entender os mecanismos envolvidos na modulacdo da resposta a M.
leprae durante a infeccdo tem relevancia potencial para o desenvolvimento de um teste

diagndstico precoce ou vacina para a hanseniase.
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3- Objetivos
Objetivo Geral:
Identificar mecanismos envolvidos na modulacdo da resposta imune celular patdgeno-

especifica em individuos infectados por M. leprae.

Objetivos especificos:

¢ Avaliar o impacto do tratamento do caso indice e/ou vacinacdo com BCG no perfil
fenotipico e funcional de subpopulages linfocitarias M. leprae-especificas presentes em
sangue periférico de contatos intradomiciliares de pacientes multibacilares;

¢ Investigar o impacto do tratamento do caso indice e/ou vacinacdo com BCG nos
niveis de citocinas e quimiocinas presentes em sobrenadantes de culturas leucocitarias

de contatos de pacientes multibacilares submetidos a estimulos patégeno-especificos;
¢ Avaliar o perfil fenotipico e funcional de subpopulagdes linfocitarias M. leprae
especificas presentes em sangue periférico e lesdo de pacientes com as diferentes formas

clinicas da hanseniase;

¢ Investigar a presenca de fatores de transcricdo FOXP3 e T-BET em lesdes de pele de

pacientes por imunofluorescéncia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecéo dos individuos e Permisséao ética

Os contatos domiciliares de pacientes multibacilares foram recrutados no Ambulatério
Souza Araljo — FIOCRUZ-RJ préximo ao diagnostico (até 3 meses) e ao final do
tratamento do caso-indice, tendo sido colhido 35 mL de sangue nestas duas ocasifes.
Todos os contatos passaram pelos exames de rotina (dermatoldgico, neuroldgico e/ou
avaliacdo fisioterapica) e fizeram sorologia para PGL-1 (ML Dipstick). Os contatos com
sorologia anti-PGL-1 negativa foram submetidos ainda a eletroneuromiografia (quando
houver mancha suspeita), coleta de linfa cutanea dos dois I6bulos e, coleta de raspado
de mucosa nasal para fins diagnosticos. Nos contatos com sorologia anti-PGL-1
positiva, além dos testes descritos acima, foram realizados o teste de Mitsuda e o Laser
Doppler, independente da suspei¢cdo da hanseniase. Todos 0s contatos receberam a
vacina BCG-ID, conforme recomendacdo do Ministério da Saude. Amostras de sangue
(35 mL) e/ou fragmento de pele por bidpsia de punch (6 mm) foram coletados de
pacientes com hanseniase ndo tratados no Ambulatério Souza Aradjo — FIOCRUZ-RJ.
Cada paciente foi avaliado através de exame clinico e dermatoldgico, do indice
bacteriolégico (IB), indice logaritmo de biopsia (ILB) e foram categorizados de acordo
com a classificagdo de Ridley e Jopling (1963), e receberam a poliquimioterapia
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) ap6s a coleta da amostra.
Individuos menores de 18 anos ou acima de 65 anos, individuos sabidamente HIV* e
portadores de doencas cronicas ou agudas ndo relacionadas a hanseniase foram
excluidos do trabalho. Todos os individuos incluidos neste estudo foram examinados
quanto aos sintomas clinicos da hanseniase e a presenca de cicatriz vacinal com BCG.
Todos os individuos recrutados foram esclarecidos e aqueles que livremente aceitaram
participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ (protocolo n°
633/11 e Parecer n° 951.494). Para a protecdo e bem-estar dos individuos incluidos

neste estudo, ndo foi divulgado o nome de nenhum dos participantes.
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4.2. Desenho Experimental

A Sadios

(Contatos de pacientes MB)
10 T
[ 1

| Sanqgue periférico |

Separacao de células (CMS) e estimulos in vitro:
M. leprae (sonicado)
Peptideos M. leprae especificos

| Culturade6 horas | | Cultura de 5 dias |
Caracterizag&o fenotipica e Quantificag&o de citocinas
funcional das subpopulacées (Multiplex)
linfocitarias por citometria de
fluxo

:

(Pacientes MB/PB) / \ (Pacientes MB)
| Sangue periférico I I Fragmentos de peIeI

Separacéo de células (CMS Dissociacéo Cortes
e estimulos in vitro: mecéanicae histolégicos
CD28/CD49d enziméatica
M. leprae
ML1419c
OKT3
Caracterizagdo fenotipica Identificacéo de fatores
e funcional das de transcrigdo por
[Cuttura de 18 horas) subpopulagdes imunofluorescéncia
linfocitarias por citometria
de fluxo

Caracterizacgdo fenotipica e
funcional das subpopulacées
linfocitarias por citometria de fluxo

Desenho experimental. A) Desenho experimental da primeira parte do trabalho onde apenas 0s contatos serdo
recrutados e em dois momentos diferentes: (T0O) antes do tratamento do caso indice e antes da vacinagdo com
BCG e em (T1) a partir de 6 meses do inicio do tratamento do caso indice e ap6s a vacinagdo com BCG.
Sangue periférico foi coletado em TO e T1, CMS foram isoladas e estimuladas com M. leprae e peptideos M.
leprae especificos durante 6 horas para caracterizacdo fenotipica e funcional das subpopulacées linfocitarias
por citometria de fluxo e em paralelo foram mantidas culturas de 5 dias para quantificacdo de citocinas. B)
Desenho experimental da segunda parte do trabalho: Pacientes com a forma multibacilar (MB) e paucibacilar
(PB) da doenca foram recrutados e o sangue periférico foi colhido, as CMS foras isoladas e mantidas em
cultura com os estimulos mostrados no desenho acima durante 18 hs para caracteriza¢do fenotipica e funcional
das subpopulagdes linfocitarias por citometria de fluxo. Em paralelo, fragmentos de pele obtidos por bidpsia de
pacientes MB foram coletados, para posterior a dissociagdo mecanica e enzimatica, serem caracterizadas
fenotipica e funcionalmente das subpopulacGes linfocitarias por citometria de fluxo. Em paralelo, cortes
histolégicos de pacientes MB foram utilizados para identificagdo de fatores de transcricdo por
imunofluorescéncia. CMS: Células mononucleares sanguineas.
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4.3 Estimulos

Os seguintes estimulos foram utilizados neste trabalho:

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

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

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

¢ Peptideos sintetizados a partir de sequencias especificas de M. leprae de 9 ou 15
aminodcidos, cedidos pelo Dr. Patrick Brennan, da Universidade do Colorado, EUA —
Img/mL. A anélise do genoma in silico permitiu a identificacdo de genes e proteinas
especificas de M. leprae. Algoritmos foram, entdo, aplicados para a identificacdo de
regides ligantes de HLA para essas sequéncias proteicas especificas. As regides ou
epitopos escolhidos foram selecionados por se ligarem a MHC de classe | ou de classe
Il gerando peptideos sintéticos de 9 e 15 aminodcidos, respectivamente. Dezessete
peptideos foram selecionados para esse estudo do painel original de 58 peptideos
especificos de M. leprae. Esses peptideos foram previamente testados quanto a inducao
de IFN-y em CMS de pacientes com hanseniase e seus contatos e controles de areas
endémicas e ndo endémicas para a hanseniase (Spencer JS, Dockrell HM, Kim HJ,
Marques MAM, Williams DL, Martins MVSB, et al. 2005).

¢ Proteina recombinante ML1419c de M. leprae a 1 pg/mL (NIH/NIAID ‘‘Leprosy
Research Support’ Contract NO1 AI-25469 da Colorado State University, CO, EUA).
A ML1419c ja foi descrita como altamente antigénica gerando fortes respostas
antigeno-especificas (Rotcheewaphan S, Belisle JT, Webb KJ, Kim HJ, Spencer JS,
Borlee BR, 2016).

¢ Orthoclone OKT3 — anticorpo monoclonal anti-CD3¢ a 0,1 pg/mL (Cilag, EUA)
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4.4. Separacao e obtencdo de celulas mononucleares de sangue periférico (CMS).

Ap0s prévio consentimento, amostras de sangue periférico foram coletadas em
tubos heparinizados e entdo processadas, separadamente, para obtencdo das CMS. A
cada experimento, o sangue coletado foi diluido numa proporcdo 1:1 em solugéo salina
balanceada PBS (Gibco®- Invitrogen Corporation, Carlabad, CA, EUA) e centrifugado a
900 xg sobre gradiente de densidade Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Bio-Sciences)
por 30 minutos a temperatura ambiente. O anel contendo as CMS, que se encontra na
interface Ficol-Paque/plasma, foi cuidadosamente coletado com auxilio de pipeta e
lavado com PBS a 300 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 10 mL de PBS gelado as células havendo, entdo, uma nova centrifugacao a
500 xg durante 10 minutos a 4 °C. Esse processo foi repetido e as células foram
ressuspensas em 5 mL de meio AIMV esteéril (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). A
determinacdo de células vidveis foi realizada pelo método de exclusdo por meio de
coloracdo pelo azul Tripan (corante vital) e avaliada em camara de Neubauer para
estimativa da concentracdo de células viaveis. A manipulacdo do sangue dos individuos
incluidos neste estudo foi realizada em cadmara de fluxo laminar respeitando as normas

de precaucdes para manipulacdo de material bioldgico.

4.5. Ensaios de estimulacdo de CMS in vitro em cultura de 6 horas para anélise
fenotipica e 5 dias para dosagem de mediadores inflamatdrios no sobrenadante

As CMS foram ajustadas para a concentracio de 1x10° por pogo em placa de 96
pocos fundo U estéril (BD-Bioscience, San José, CA). Foram adicionados em cada poco
a ser estimulado 1 pg/mL CD28 e CD49d (BD Pharmingen, USA). Em seguida, as
celulas foram estimuladas com enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB) a
1ug/mL ou M. leprae sonicado proveniente de tatu (20ug/mL) ou com um conjunto de
peptideos especificos de M. leprae (10ug/mL) e mantidas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO2 por 6 horas, sendo a Gltima hora de cultura na presenca de brefeldina A (Protein
transport inhibitor, BD GolgiPlug™ , USA). Ap6s o término da cultura, as placas foram
mantidas na geladeira a 4°C para marcacdo com anticorpos no dia seguinte.
Paralelamente células na concentragio de 2x10° por pogo em duplicata, estimuladas
com SEB, M. leprae e peptideos na mesma concentracdo utilizada para a cultura de seis

horas foram mantidas também a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 durante cinco dias
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para dosagem de citocinas nos sobrenadantes. Apds os cinco dias de cultura, 0s
sobrenadantes foram coletados e estocados em freezer a -20°C até o momento da

dosagem das citocinas.

4.6. Ensaios de estimulacdo de CMS in vitro em cultura de 18 horas para analise
fenotipica

As CMS foram ajustadas para a concentra¢io de 1x10%/mL, foram incubadas em
placas de cultura de 96 pocos com fundo em U (BD-Biosciences, San Jose, CA, EUA) e
estimuladas com Orthoclone OKT3 — anticorpo monoclonal anti-CD3e a 0,1 pg/mL
(Cilag, EUA), 2), sonicado de M. leprae irradiado a 20 pg/mL (BEI Resources,
University Boulevard Manassas, VA, EUA) e proteina recombinante de M. leprae
ML1419c de a 1 pg/mL (NIH/NIAID ‘‘Leprosy Research Support’ Contract NO1 Al-
25469 da Colorado State University, CO, EUA). Os co-estimulos anti-CD28 e anti-
CD49d a 1pg/mL (BD Pharmingen, EUA) também foram utilizados para otimizar as
condicdes de estimulacdo. As culturas foram mantidas por 18 horas, a 37°C e 5% de

CO.. Apés a cultura, foi feita a fenotipagem das células por citometria de fluxo.

4.7. Obtencdo de linfocitos provenientes de fragmentos de pele obtidos por bidpsia:

Apds o diagnostico do paciente, um fragmento de pele foi coletado através de
bidpsia. Em seguida, esse fragmento de pele foi colocado em meio RPMI (Gibco® -
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), em gelo tmido. Apds um breve periodo, a
derme e a epiderme foram separadas mecanicamente, com o auxilio de um bisturi, e a
derme fragmentada em porcGes menores para facilitar a acdo das enzimas na presenca
de uma solucgéo contendo 0,8 mg/mL de colagenase do tipo 4 (Worthington, Lakewood,
NJ, EUA), 0,02 mg/mL DNAse I (Sigma-Aldroch, St. Luis, MO, EUA), 10% de soro
fetal bovino (SFB — Gibco, Grand Island, NY, EUA), 1% de HEPES/penicilina
(SigmaAldrich, St. Luis, MO, EUA) em meio RPMI (Sanchez et al, 2010). O tecido
fragmentado e 3 mL de solugdo enzimética foram adicionados em uma placa de 6 pogos
(Corning Costar, NY, EUA) e incubados a 37°C em atmosfera de 5% de CO> por 18
horas. Apos término da incubacdo, as células e fragmentos de tecido ndo digeridos
foram transferidos para tubo de 50 mL (Corning Costar, NY, EUA) e ressuspendidos
em solucdo de lavagem contendo RPMI com 2% de SFB, 1% HEPES e 1% de
Penicilina. O tubo contendo a amostra foi centrifugado (4°C, 10min, 500xg), o
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sobrenadante descartado e adicionado novamente tampdo de lavagem as células. O
tecido digerido foi entdo passado por filtro com poros de 40 um (BD-Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, EUA), e o filtrado foi centrifugado novamente e ressuspenso em
meio RPMI. A contagem e a viabilidade das células foram avaliadas em suspensédo de
celulas coradas em Azul de Tripan a 0,4% em camara de Neubauer. Em seguida foi
realizada a analise de marcadores de superficie por citometria de fluxo (descrito no item

3.7) nas células obtidas.

4.8. Analise de marcadores de superficie por citometria de fluxo das CMS
provenientes das culturas de 6 horas

A placa com a cultura de 6 horas das CMS com os diferentes estimulos como descrito
no item 3.4 foi centrifugada durante 5 minutos, a 4° C, 600xg e freio baixo. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado e os pocos foram ressuspendidos com 150 ul. de PBS
gelado. A placa foi centrifugada novamente durante 5 minutos, a 4° C, 600xg, freio
baixo e 0 sobrenadante mais uma vez foi descartado. Os pogos foram ressuspendidos
com 150 pL de PBS contendo 0,02% de EDTA e o sobrenadante foi misturado
cuidadosamente no vortex por um minuto e a placa entdo foi mantida a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apos esse periodo, a placa foi novamente centrifugada e o
sobrenadante descartado por duas vezes e entdo, as células foram coradas com
Live/Dead fixable dead cells stain Violet (Molecular probes — Invitrogen, Eugene, OR,
EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante e foram incubadas durante 30 minutos
a 4° C protegida da luz. Apés o periodo de incubacdo, a placa foi novamente
centrifugada e o sobrenadante descartado por duas vezes. As células foram entdo
marcadas com os anticorpos de superficie CD3-v500 (Biolegend), CD4-PercP
(Bioegend), CD8-Alexa 700 (Biolegend), CD69-APCCy-7 (Biolegend), CD45RO-
PE/Cy-7 (Biolegend), CD62-L-FITC (Biolegend) e seus respectivos controles de
isotipo. Apds 30 minutos de incubagdo a 4°C, os pogos foram lavados com 150 puL de
PBS 0,1% de azida sddica e 1% SFB. Em seguida os pocos foram ressuspensos com 1%
de paraformaldeido e incubadas por 30 minutos. Apds esse periodo de incubacdo os
pocos foram lavados duas vezes com 150uL de PBS com 0,1% de azida, e as células
foram transferidas para tubos de citometria em um volume final de 200uL de PBS com
0,1% de azida para posterior leitura em citbmetro de fluxo FACSAria (BD

Biosciences). As porcentagens das células com os fenétipos virgens, de memdria
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central, de memoria efetora, CD69" foram calculadas utilizando o nimero de células de
cada fendtipo em relacdo ao nimero total de células CD4" e CD8". As porcentagens

obtidas em cada estimulo utilizado foram descontadas do controle ndo estimulado.

4.9. Analise de marcadores de superficie por citometria de fluxo das CMS
provenientes das culturas de 18 horas

As CMS estimuladas ou células derivadas de biopsia foram adicionadas em
tubos de citometria de 1,1 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA). As amostras
foram entdo centrifugado a 450xg por 10 minutos a 4°C e as células lavadas em PBS.
As células foram marcadas com Live/Dead fixable dead cells stain Violet (Molecular
probes — Invitrogen, Eugene, OR, EUA), ressuspensas em 1mL de PBS e incubadas por
30 minutos a 4°C. ApGs incubacdo, as células foram lavadas novamente em PBS, e
depois em solugdo de lavagem (1 mM de EDTA (Ambion, EUA), 1% de albumina
sérica bovina (BSA — Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EUA) em PBS). As células foram
ressuspensas em solucdo de bloqueio (5% soro AB humano inativado, 1% BSA em
PBS), e incubadas por 30 min a 4°C. Apds bloqueio, as células foram lavadas e
marcadas com anticorpos monoclonais e incubadas por 30 min a 4°C. Os anticorpos
utilizados foram: anti-CD4-Alexa Fluor 700 (Biolegend, San Diego, CA, EUA), anti-
CD25-PE (Biolegend, San Diego, CA, EUA), CD45RA-BV510 (Biolegend, San Diego,
CA, EUA), anti-CD137-APC (Biolegend, San Diego, CA, EUA), CD45RO-PECY7
(Biolegend, San Diego, CA, EUA), CCR7-BV650 (Biolegend, San Diego, CA, EUA).
Ao fim do periodo de incubagdo, as células foram lavadas e fixadas com
paraformaldeido a 2% e incubadas por 20 minutos a 4°C. Apés essa etapa, as células
foram armazenadas em solugéo de lavagem para continuacdo da marcacao intracelular
no dia seguinte. Para marcagdo intracelular as células foram permeabilizadas com
FOXP3 Perm (Biolegend, San Diego, CA, EUA) e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células
marcadas com o anticorpo anti-FOX3-Alexa Fluor 488 (Ebioscience, San Diego, CA,
EUA) incubadas por 30 minutos, protegidas da luz a temperatura ambiente. Finalmente,
as celulares foram lavadas e ressuspensas em solucdo de lavagem para anélise em
citdbmetro de fluxo FACSAria llu (BD-Biosciences, EUA).
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4.10. Imunofluorescéncia

A biopsia de pele foi realizada sobre lesdo tipica (escolhida no exame clinico).
Apos a escolha da ldmina com auxilio de um patologista em microscopio 6tico onde
cortes seriados, cortados em microtomo, com Sum de espessura foram corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina, para avaliacdo geral das camadas de pele para
diagnostico. Novos cortes, agora para imunofluorescéncia foram solicitados ao
Laboratério de Hanseniase, onde o fragmento de pele congelado foi processado em
microtomo criostato para obtencdo de cortes histolégicos com 5 uM de espessura
aderidos a laminas. A primeira etapa consiste em lavar o tecido 3 vezes, por 5 minutos,
com PBS. A lavagem nesta metodologia significa que a solucéo foi depositada sobre o
corte histologico durante 5 minutos e depois removida. Em seguida, foi depositado
sobre o corte solugdo de permeabilizacdo (10% de SFB, 0,01% de triton em PBS)
durante 30 minutos. Estes cortes histologicos foram entdo incubados com anticorpos
primarios em camara Umida, por 18 horas para identificacdo de subpopulacbes de
celulas. Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-CD4 Mouse IgG1l (Abcam,
Cambridge, MA, EUA), anti-CD8 Rabbit IgG1 (Abcam, Cambridge, MA, EUA),
anticorpo primario anti-FOXP3 Rat IgG2a (eBioscience, San Diego, CA, EUA). Apos o
fim da incubac@o, os tecidos foram lavados por 5 vezes, durante 5 minutos, com solucgéo
de permeabilizacdo e marcados com os anticorpos secundarios Rat 1gG2a Alexa Fluor
657 (Abcam, Cambridge, MA, EUA), Mouse IgGl Alexa FLuor 555 (Molecular
Probes, Invitrogen, EUA), Rabbit IgG1 Alexa Fluor 488 (Abcam, Cambridge, MA,
EUA) e DAPI (Molecular Probes, Invitrogen, EUA), em incubacdo de 2 horas protegida
da luz. Apds marcacdo, o tecido foi novamente lavado por 5 vezes por 5 minutos e entdo
a laminula foi colocada sob a lamina na presenca do reagente Antifade (Molecular
Probes, Invitrogen, EUA). Enfim, o corte histologico foi analisado por microscopia de

fluorescéncia no equipamento ZEISS Colibri Observer Z1.

4.11. Dosagem de mediadores por sistema multiplex

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

picograma por mililitro (pg/mL).

4.12. Analise dos dados

Os dados de citometria de fluxo foram avaliados com o software FlowJo v10
(Tree Star, Inc, EUA), os gréficos foram feitos utilizando o software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) e o teste de Wilcoxon pareado ndo
paramétrico foi utilizado para realizar as anéalises estatisticas. Os valores de p menores
do 0,05 foram considerados significativos. Na analise dos mediadores inflamatorios nos
sobrenadantes de cultura as medianas foram comparadas usando teste de Wilcoxon.
Para analise de associacdo coeficiente de correlacdo Spearman's Rank com correcéo de
Bonferroni para taxa de erro foi utilizado. Analise de componente principal (PCA) foi
realizado no software R versdo 3.1.2 (Mardia KV, et al. 1981).
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5- Resultados

Parte I: Interrupcdo da exposicao persistente ao M. leprae combinada ou ndo com a
vacinacao recente com BCG aumenta a resposta a antigenos M. leprae especificos.
(Os resultados desse trabalho foram publicados na revista PLOS Neglected Tropical

Disease e anexados a esta tese).

5.1- Desenho do estudo
Os contatos domiciliares de pacientes multibacilares (HCMB) foram recrutados
com uma média de 1,6 + 0,7 meses do inicio do tratamento do caso indice (tempo
designado de T0). Numa etapa posterior do estudo, apds um periodo médio de 13 + 7,5
meses do inicio do tratamento poliquimioterapico do caso indice, estes mesmos
individuos foram convidados a ceder nova amostra de sangue periférico (tempo
designado de T1). O padrdo da resposta imune antigeno-especifica destes individuos

foi analisado nestes dois diferentes momentos (TO e T1) (Figura 5.1).

Inicio do Fnal do
tratamento tratamento
Vacinagao HCMB
com BCG Casoindice
i/ (MB pacientes)

5 3 5 3 5 5 3 5 5 3 3 3 3 3 3 5 3 5 3 3 PR
——t—ttt+t+t+t+t+t+—t+—t+—t+—t+— >
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 1€MpO
(Meses)
12coleta de sangue 22 coleta de sangue
(TO) (T1)

Figura 5.1. Desenho do estudo. Os HCMB foram recrutados durante um periodo de 0 a 3 meses apos o
inicio do tratamento do caso indice. A primeira coleta de sangue foi realizada antes da vacinacdo BCG de
acordo com a presenca / auséncia de cicatriz BCG (T0). Apés um intervalo de 6 a 26 meses a partir do
inicio da quimioterapia do caso indice, os mesmos individuos foram recrutados novamente para fornecer
novas amostras de sangue periférico (T1).
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5.2 - Dados epidemioldgicos dos contatos domiciliares de pacientes multibacilares

incluidos no estudo.

Ao longo do estudo recrutamos um grupo de dezesseis contatos compostos por

11 mulheres e 5 homens com idades entre 19 e 63 anos. Na Tabela 5.2. é possivel

observar o historico de vacinacdo com BCG e dados epidemioldgicos dos individuos

incluidos no estudo, bem como algumas informacgdes sobre o diagnostico do caso

indice. Dos 16 contatos avaliados, 5 receberam a primeira dose da vacina em TO, 8

receberam a segunda dose da vacina, 2 contatos j& apresentavam a cicatriz vacinal em

TO mas néo receberam a segunda dose e apenas 1 contato ndo apresentava cicatriz

vacinal e ndo foi vacinado em nenhum momento do estudo pois estava sob

investigacdo para hanseniase. Posteriormente apossibilidade de doenca foi descartada

e este contato foi incluido no estudo. Nenhum dos contatos adoeceu durante o

desenvolvimento do estudo.

Tabela 5.1. Dados epidemioldgicos dos contatos de pacientes multibacilares.

Identificacao Idade Vacinacéo Vacinagdo | Anticorpos Forma Tempo de
do contato (anos) com BCG comBCG | IgM contra clinica do intervalo entre a
emTO Neonatal em TO PGL-I caso indice primeirae
/ILB segunda avaliacéo

(meses)

1 52 nédo sim negativo BL /4.8 22 meses
2 36 nédo sim negativo BL/3.6 6 meses
3 41 nédo sim positivo BL/3.6 6 meses
4 52 ndo sim negativo LL/5.9 6 meses
5 29 ndo sim negativo LL/5.9 12 meses
6 41 sim sim negativo LL/5.9 26 meses
7 25 sim sim negativo LL/3.8 26 meses
8 46 sim sim positivo LL/4.8 12 meses
9 63 sim sim negativo BL /3.8 12 meses
10 19 sim sim positivo LL/5.9 20 meses
11 48 sim sim positivo LL/5.9 10 meses
12 26 sim sim negativo LL/4.8 17 meses
13 38 sim sim positivo BL /2.0 6 meses
14 43 néo ndo positivo BL /4.8 21 meses
15 19 sim ndo negativo BL /3.6 6 meses
16 20 sim ndo negativo LL/59 6 meses

Abreviagfes: LL, Lepromatoso Lepromatoso; BL, Borderline Lepromatoso; ILB, indice bacilar
logaritimico da lesdo de pele; TO indica o inicio do tratamento do caso indice e anes da vacinagdo com

BCG; BCG = Bacilo Calmette—Guérin, PGL-I= Glicolipideo fendlico I.

45




5.3-Andlise da frequéncia de linfocitos T CD4* e CD8" de memdria central e
efetora em resposta ao M. leprae em CMS de contatos domiciliares de pacientes

multibacilares antes e ap6s o tratamento do caso indice

5.3.1. Sequéncia de andlises utilizadas para identificacdo das subpopulacdes de

linfocitos CD4*CD69* e CD8*CD69* de memdria central e de memdria efetora.

Utilizamos a citometria de fluxo para avaliar o impacto do tratamento do caso
indice e a vacinacdo com BCG nas frequéncias de linfécitos T CD4" e CD8" de
memoria central e de memdria efetora, CD69* (marcador de ativacdo recente) no sangue
periférico destes individuos em TO e T1. Para identificar as subpopulacfes de interesse,
uma sequéncia de andlises foi realizada. Inicialmente, células mortas foram excluidas
utilizando um kit comercial que permite a distincdo de células mortas fixadas.
Posteriormente, os aglomerados de células foram excluidos utilizando os parametros de
tamanho FSCA (“Foward Scatter” area) x FSCH (“Foward Scatter” altura). (Figura 5.2.
A). Em seguida, os parametros de complexidade e granulosidade celular (SSC-A) e
tamanho (FSCA) foram utilizados para selecionar a regido de analise de linfocitos T
(Figura 5.2. B). A regido de linfocitos T CD4" foi determinada utilizando o anticorpo
especifico para linfocitos T CD4" juntamente com o parametro SSC (Figura 5.2. C). Ja
a regido de linfécitos T CD8" foi determinada utilizando anticorpos especificos anti-
CD8 e anti-CD3 (Figura 5.2. D).
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Figura 5.2. Sequéncia de analises por citometria de fluxo para a determinag¢do linfécitos CD4* e
CD8*. A) Exclusao de células aglomeradas utilizando os parametros FSC-A x FSCH. B) Identificacéo de
linfocitos T utilizando os pardmetros SSC-A x FSC-A. C) ldentificacdo de linfocitos T CD4*. D)

Identificacéo de linfécitos T CD8*.

A partir da determinacdo da populacdo de linfécitos T CD4* e CD8*, utilizamos

a marcacdo com anticorpos anti-CD45RO e anti-CD62L para identificar as

subpopulacdes com os fenotipos de meméria central (CD45RO* CD62L") e memoria
efetora (CD45RO* CD62L"). A partir dessas subpopulagdes, identificamos os linfécitos

recém-ativados (CD69") como pode ser observado na figura 5.3.
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Figura 5. 3. Sequéncia de andlises por citometria de fluxo para a determinacéo linfocitos CD4" e
CD8" de memdria central e de memoria efetora. A) ldentificacdo da populacdo de memoria central
(CD45R0O* CD62L*) e memoria efetora (CD45RO* CD62L"). B) Imagem superior demonstra a populagdo
de meméria central positivas para CD69 e a imagem inferior demonstra a popula¢do de memoria efetora
positivas para CD69.
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5.3.2. Frequéncia de linfocitos T CD4"CD69" e CD8'CD69* de memdria central e de

memoria efetora respondedores a M. leprae em TO e T1.

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram uma redugdo nos niveis de IFN-
y de contatos de pacientes multibacilares quando comparados com o grupo de contatos
de pacientes paucibacilares, sugerindo que a superexposicdo a M. leprae poderia levar a
uma diminuicdo da resposta M. leprae especifica (Martins MVBS e et al, 2012).

Fomos entdo avaliar o percentual de linfocitos T CD4* CD69* e CD8*CD69" em
resposta a M. leprae nos fenotipos de memoria central e memoria efetora. Na Figura
5.3.A é possivel observar um aumento significativo das frequéncias de linfécitos T
CD4*CD69* de memoria central em resposta a M. leprae apés o tratamento do caso
indice e ap6s a vacinacdo com BCG. Embora ndo tenha sido significativo é possivel
observar pela mediana um aumento da frequéncia de linfécitos T CD4" CD69" de
memoria efetora em T1. Na Figura 5.3B €é possivel observar as frequéncias de
linfécitos T CD4'CD69* de memoria central individuais dos contatos. Para
identificarmos quais dos contatos apresentaram aumento da frequéncia de linfécitos T
CD4*CD69" de meméria central em resposta a M. leprae em T1, subtraimos o valor
percentual das populacbes em T1 pelo percentual encontrado no TO (T1-TO). Dos 12
contatos avaliados, em apenas dois ndo observamos um aumento da frequéncia de
células T1 (contatos 2 e 4). A Figura 5.3.C mostra, embora com uma porcentagem
menor, também um aumento significativo da frequéncia de linfécitos T CD8*CD69* de
memoria central em T1 em resposta a M. leprae, assim como para 0s CD4*CD69*. Néo
observamos um aumento significativo dos linfécitos T CD8"CD69* de memoria efetora
em T1, embora a mediana mostre também uma tendéncia de aumento. A frequéncia
individual de linfécitos T CD8*CD69" de memdria central dos contatos avaliados é
mostrada na Figura 5.3D.

Dados da literatura demonstram o efeito positivo da vacina BCG sobre a
resposta imune pré-inflamatoria (Lalor MK, et al. 2010; Lalor MK, et al. 2011; Smith
SG, et al. 2010), no entanto, é interessante observar que o contato 14 apresentou um
aumento tanto da frequéncia de linfécitos T CD4 quanto de CD8 em resposta a M.
leprae em T1. Este contato ndo havia sido vacinado quando foi recrutado em TO e

também ndo tomou nenhuma das doses da vacina. Dessa forma, é possivel observar
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mesmo que em apenas um individuo, o efeito positivo do tratamento do caso indice

sobre essa subpopulacdo de células.
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Fig 5.3. Frequéncias de linfocitos T CD4*CD69* e CD8*CD69* de memoria central e de memdria
efetora respondedores ao M. leprae em TO e T1. Frequéncia de linfécitos T CD4*CD69* (A) e CD8*
CD69* (C) de memodria central e efetora em resposta ao M. leprae em TO e T1. Cada circulo representa
um contato em TO e em T1. A linha vermelha representa a mediana. B) Frequéncia individual de
linfocitos T CD4*CD69* de memoria central. D) Frequéncia individual de linfécitos T CD8*CD69* de
memaria central apés a vacinacdo com BCG e tratamento do caso indice. Cada barra representa um
contato identificado por seu respectivo nimero. As barras laranjas representam 0s contatos que
receberam a primeira dose de BCG em TO, as barras vermelhas representam os contatos que receberam a
segunda dose de BCG em TO e as barras azuis representam os contatos que ndo foram vacinados em T0. n
=12. * p<0.05.
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5.3.3. Frequéncia de linfécitos T CD4"CD69* de memédria central e memoria efetora em

resposta a peptideos M. leprae especificos em TO e T1.

Nos também investigamos se o tratamento do caso indice e vacinagdo com BCG
poderiam afetar na resposta especifica a M. leprae. Para alcancarmos esse objetivo,
avaliarmos a frequéncia de linfécitos T CD4*CD69* em resposta a peptideos especificos
de M. leprae e restritos por MHC de classe 1l. Como pode ser observado na Figura 5.4
A, houve um aumento significativo da frequéncia de linfécitos T CD4"CD69" de
memoria central e de memdria efetora (Figura 5.4 B) em T1. Até os contatos que nédo
foram vacinados em TO também aumentaram suas frequéncias em T1. Esses peptideos
ndo sdo compartilhados com BCG, sendo o aumento observado especifico para M.
leprae. A vacina BCG pode aumentar a capacidade de resposta a um antigeno nao
relacionado através de modificacfes epigenéticas em leucocitos, conhecido como
imunidade treinada (Kleinnijenhuis, J et al, 2012). Essas alteracdes ja foram observadas
contra fungos, protozoarios e bactérias (Kleinnijenhuis J, etal. 2012; Parra, etal. 2013;
Tribouley J, et al. 1978). Nossos dados sugerem gue a vacinagdo com BCG, bem como
a eliminacdo da fonte exdgena de bacilo com o tratamento do caso indice aumentam a

capacidade do sistema imunologico de responder a M. leprae.

Peptideos M. leprae especificos restritos ao MHC

de classe Il
A B C
* *
g- r 1 r 1 g 50 _
T [ ]
5 4 : o
[ ] ‘S i
31 ° —_ 3]
é 21 . ° © 4 & 35
gy 14 Cor o s 2 ——m - n 72 :3.0
3 1.0 3 1.0 ) %(5)
9 0.8 s sk.#
S06{ e °® 5 L D15
0.4 e Eg05 27 1.0
021 o e . Sk 8
: N e = O 05 [l
0.0° 500 5 oodd—h
2 X
R 10 T1 8 1234567812131415 © 1234567812131415
Meméria Meméria + 0.51 >
central efetora é
s -10°

Fig 5.4. Frequéncias de linfécitos T CD4*CD69* de memdria central e memdria efetora
respondedores a peptideos M. leprae especificos em TO e T1. (A) Frequéncias de linfdcitos T
CD4*CD69" de memodria central e efetora em resposta a peptideos M. leprae especificos em TO e T1.
Cada circulo representa um contato em TO e em T1. A linha vermelha representa a mediana. B)
Frequéncias individuais de linfocitos T CD4*CD69* de memoria central. C) Frequéncias individuais de
linfocitos T CD4*CD69* de meméria efetora apés a vacinagdo com BCG e tratamento do caso indice.
Cada barra representa um contato identificado por seu respectivo nimero. As barras laranjas representam
0s contatos que receberam a primeira dose de BCG em TO, as barras vermelhas representam os contatos
que receberam a segunda dose de BCG em TO e as barras azuis representam os contatos que ndo foram
vacinados em TO. n = 12. * p<0.05.
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5.4. Analise de citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes das culturas de CMS dos
contatos domiciliares de pacientes multibacilares estimuladas com M. leprae e

peptideos especificos de M. leprae.

Além da analise por citometria de fluxo, nés avaliamos também a producéo de
diversas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento nos sobrenadantes das culturas
de CMS de todos os contatos domiciliares estimuladas com M. leprae e peptideos
especificos de M. leprae nos dois diferentes tempos de exposi¢do ao bacilo. Foram
medidos os niveis de 17 mediadores inflamatdrios nos sobrenadantes destas culturas,
utilizando um sistema multiplex (IFN-y, TNF, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL10,
IL-12, IL-13, IL-17, assim como as quimiocinas 1L-8, MIP-1B, MCP-1 e os fatores de
crescimento G-CSF e GM-CSF). Um aumento significativo foi observado na produgéo
de IL-1B, IL-6, MIP-1B e MCP-1 ap0s o tratamento do caso indice e a vacinagdo com
BCG. Da mesma forma, uma tendéncia de aumento foi observada para os niveis de TNF
(p =0,073), IL-17 (p = 0,083) e IFN-y (P = 0,093) como pode ser observado na Figura
5.5.A. Esse resultado era esperado ja que M. leprae e BCG compartilham muitos
antigenos e a vacinagdo com BCG induz em adultos uma resposta tipicamente com
perfil Thl (Ravn P, et al. 1997).

Entre os mediadores inflamatérios, IL-17 e IL-1 f mostraram uma correlagdo
positiva (R = 0,7 e p = 0,001) nos niveis de producdo em resposta a M. leprae em TO e
T1. Os niveis de IL-8 estavam acima do limite de deteccdo em todos 0s contatos. Em
culturas estimuladas com os peptideos de M. leprae apenas os niveis de MCP-1

apresentaram uma tendéncia de aumento em TO (p=0,083) (Fig. 5.5B).
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Fig 5.5. Aumento da produgdo de mediadores inflamatorios em resposta ao M. leprae ap6s o
tratamento do caso indice e vacina¢do com BCG, em contatos de pacientes multibacilares. Niveis de
mediadores inflamatorios em sobrenadantes ap6s 5 dias de cultura em resposta ao M. leprae (A) ou a
peptideos M. leprae especificos restritos por MHC de classe Il (B) dosados em ensaio multiplex antes
(TO) e depois (T1) do tratamento do caso indice e vacinagdo com BCG. Box plots mostram a mediana, 0s
niveis minimos e maximos das amostras. Os circulos representam os contatos. n = 16. * p<0.05.

O comportamento individual de cada contato referente a producdo desses
mediadores inflamat6rios € mostrado na Figura 5.6. Independente do status de
vacinacdo, ou seja, se o individuo foi vacinado ou ndo em TO diversos contatos
apresentaram niveis aumentados de mediadores inflamatérios em resposta a M. leprae
em T1. Interessantemente, 0 aumento nos niveis desses mediadores inflamatérios foi
observado mesmo nos contatos em que o intervalo entre a primeira e a segunda
avaliacdo foi de 20-26 meses (Contatos n° 1, 6, 7, 10, 14), e também naqueles que nao
foram vacinados em TO (Contatos n° 14, 15 e 16). E provavel que um aumento mais
consistente junto com niveis mais altos de producdo de mediadores tenha ocorrido entre
0s contatos que receberam uma segunda dose de BCG em TO0. No entanto, as diferencas
ndo atingiram o nivel de significancia estatistica. Ndo observamos diferengas na
resposta entre os individuos positivos ou negativos para PGL-I.
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Figura 5.6. Produgdo individual de mediadores inflamatorios em resposta ao M. leprae em TO e T1.
Os sobrenadantes de cultura de cinco dias de CMS estimuladas com M. leprae foram analisados por
sistema multiplex em TO e T1. TO indica inicio do tratamento do caso indice e antes da vacinagdo com
BCG e T1 indica o final do tratamento do caso indice e ap6s a BCG. Cada barra representa um contato.
As barras laranjas correspondem aos contatos que receberam a primeira dose da vacina em TO0, as barras
vermelhas correspondem a segunda dose da vacina em TO, e as barras azuis representam 0s contatos que

nao foram vacinados em T0. n=16.
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Posteriormente, n6s avaliamos se as citocinas que aumentaram
significativamente ou préximo da significancia estatistica em T1 seriam capazes de
diferenciar TO de T1 quando analisadas simultaneamente. A partir da analise de
componente principal, 76,9% do total de variacdo na resposta das 7 citocinas (MCP-1,
IL-1B, IL-17, IL -6, IFN-y, MIP-1p e TNF) foram representados pelos 2 componentes.
O primeiro componente foi responsavel por 62% da variacdo total, correspondendo a
média da resposta padronizada em log para a IL-1p, IL-6, IFN-y, IL17, MCP-1, TNF e
MIP-1b. O segundo componente é independente do primeiro e descreve 14% da
variacdo restante, correspondendo a média da resposta para a MIP-1p e IL-6 (Tabela
5.2). Todas essas citocinas juntas, ndo foram capazes de diferenciar completamente TO
de T1. No entanto, uma producdo mais homogénea desses mediadores foi observada em
T1 (Figura 5.7), sugerindo uma tendéncia de separacdo desses dois diferentes

momentos.

-1

PC2 (14.2% explained var.)

=50 =25 00 25
PC1(62.7% explained var.)

Figura 5.7. Andlise de componente principal. Componente principal 1(PC1) abrange 62,7% das

amostras e componente principal 2 (PC2) abrange 14,2% da variabilidade das amostras. Vetores em
marrom indicam as citocinas. Amostras de TO em salmdo (n = 16) e amostras de T1 em azul (n = 16)
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Tabela 5.2. Anélise de componentes principais. Anélise de componentes principais de
7 citocinas a partir de sobrenadantes estimulados com M. leprae em TO e T1.

Component Eigenvalue Difference Proportion Cumulative
Component 1 4.25 3.29 62.73 62.73
Component 2 0.96 0.44 14.18 76.91
Component 3 0.52 0.10 7.73 84.64
Component 4 0.43 0.07 6.27 90.91
Component 5 0.36 0.19 5.27 96.18
Component 6 0.17 0.08 2.48 98.66
Component 7 0.09 NA 1.34 100.00
Variable Component 1 Component 2
IFN-y 0.39 -0.23
IL-17 0.39 -0.29
IL-1P 0.44 0.11
IL-6 0.41 0.30
MCP-1 0.37 0.07
MIP-1 0.26 0.70
TNF 0.36 -0.51
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PARTE II- Avaliacdo do perfil fenotipico e funcional de subpopulagdes
linfocitarias M. leprae especificas presentes em sangue periférico e lesdo de pele de

pacientes com hanseniase

5.5. Avaliacéo de células T M. leprae especificas por citometria de fluxo em

sangue periférico de pacientes com hanseniase.

Na segunda etapa do nosso trabalho, nos concentramos em analisar pacientes
com hanseniase. Esta investigacdo permanece em andamento, no entanto, dados
preliminares dessa etapa foram incluidos no Grant NIH_NOA_1R01A1129835-01,
recém aprovado e com vigéncia prevista de 2017 a 2022.

Até o momento recrutamos oito pacientes com hanseniase, sendo quatro com a

forma multibacilar e quatro com a forma paucibacilar (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Dados epidemiologicos dos pacientes com hanseniase

Pacientes Idade Sexo Forma IB Tempo de
(anos) clinica/ILB tratamento
PB 01 39 F BT/0 0 2 meses
PB 02 43 M BT/0 0 virgem
PB 03 45 F TT/0 0 virgem
PB 04 50 F BT/0 0 virgem
MB 01 23 M BL /4,3 2,2 1 més
MB 02 60 F LL/48 5+ 1 més
MB 03 25 F LL/3,8 5+ virgem
MB 04 50 F LL/4,9 5+ virgem

Abreviacbes: LL, Lepromatoso Lepromatoso; BL, Borderline Lepromatoso; BT, Borderline
Tuberculéide. ILB, indice bacilar logaritimico da leséo de pele; 1B, Indice bacilar.
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A Figura 5.8 mostra a estratégia de gates utilizados para identificacdo das
populacdes de interesse por citometria de fluxo. Primeiramente, os grumos de células
foram excluidos através dos parametros de dispersdo frontal medidos pela area (FSC-A
- Foward Scatter Area) e altura (FSC-H, Foward Scatter height) (Figura 5.8-A). Em
seguida, os parametros de complexidade e granulosidade celular (SSC-A) e tamanho
(FSC-A) foram utilizados para selecionar a regido de analise de linfécitos T (Figura
5.8-B), posteriormente as células mortas foram excluidas utilizando um kit comercial
que permite a distincdo de células mortas fixadas (Figura 5.8-C) e para selecdo de
linfocitos T CD4 e CD8, anticorpos especificos foram utilizados (Figura 5.8-D).

C D

FSC-H
Live/dead

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 0K 100K 180K 200K 260K 0 50K 100k 150K 200K 250K 0 0K 100K 160K 0K 260K 2 2 A

FSC-A 4 ch4

Figura 5.8. Sequéncia de anélises por citometria de fluxo para a determinacgdo linfocitos CD4* e
CD8*. A) Excluséo de células aglomeradas utilizando os pardmetros FSC-A x FSCH. B) Identificacdo de
linfocitos T utilizando os pardmetros SSC-A x FSC-A. C) Exclusao de célula mortas. D) Identificacdo de
linfocitos T CD4* e CD8*.
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Para caracterizamos as células Tregs M. leprae especificas de memoria,
utilizamos os anticorpos anti-CD25 (cadeia o do receptor de IL-2), anti-FOXP3 (fator
de transcricdo linhagem-especifico), anti-CD137 e anti-CD45RA (Figura 5.9-A), uma
vez que as celulas Tregs M. leprae especificas de memoria sdo
CD25"NFOXP3*CD137*CD45RA". As células T convencionais de memoria foram
caracterizadas como CD25*FOXP3"CD45RA" (Figura 5.9-B).
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Figura 5.9. Sequéncia de andlises por citometria de fluxo para a determinagdo linfocitos T
reguladores M. leprae especificos e T convencionais de memdria. A) Dentro da regido CD4* as células
Tregs foram detectadas a partir da expressdo simultanea de CD25"9" ¢ FOXP3 (CD4*CD25"9"FOXP3"),
posteriormente as células CD137* foram avaliadas. B) Células T convencionais de memdria foram
identificadas a partir da expressdo simultanea de CD4 e CD25, pela auséncia da expressdo de Foxp3 e
CD45RA (CD4*CD25*FOXP3 CD45RA).
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Quando estimuladas in vitro, as células T de memdria apresentam um baixo
limiar de ativacdo e intensa proliferacdo (Sallusto F, et al. 2004). O receptor CD137 da
superfamilia TNF foi reconhecido como um dos genes-alvo do fator de transcrigcdo
FOXP3, e é expresso em Tregs logo apds ativacdo (Schoenbrunn A, et al. 2012), dessa
forma, utilizamos esse marcador para identificar células Tregs M. leprae - especificas.
Apbs cultura de 18hs, nds detectamos a presenca de células Tregs M. leprae especificas
de meméria (CD4*CD25 "FOXP3*CD137*CD45RA’) e T convencionais (Tconv) de
memoria (CD4'CD25" FOXP3'CD45RA’) no sangue periférico dos pacientes em
resposta aos co-estimulos CD28 e CD49d, ao estimulo policlonal OKT3, M. leprae e a
proteina ML1419c do M. leprae como pode ser observado na Figura 5.10 em A e B

respectivamente.
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Figura 5.10. Frequéncia de células T reguladoras M. leprae especificas e convencionais de memdria
em sangue periférico de pacientes com hanseniase. A) frequéncia de células Tregs (CD4*CD25*
FOXP3*137%). B) frequéncia de células T convencionais de memoéria (CD4*CD25* FOXP3-CD45RA")
em sangue periférico de pacientes ap6s 18 horas de cultura. Cada circulo representa um paciente. PB,
Paciente Paucibacilar; MB, multibacilar. n=4 por grupo.
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As células estimuladas com OKT3, M. leprae e proteina também receberam os
co-estimulos CD28 e CD49d para otimizar as condicdes de estimulacdo. A Figura 5.11
mostra a frequéncia de células Tregs (Figura 5.11-A) e (Figura 5.11-B) convencionais
de memodria em resposta ao M. leprae e a proteina ML1419c respectivamente apds a
subtracdo da frequéncia observada apenas na presenca do co-estimulo. Embora o
tamanho da amostra por grupo seja pequeno € possivel observar que os pacientes
multibacilares apresentam menor frequéncia de células T convencionais de memdria em
resposta ao M. leprae e a proteina quando comparados aos pacientes paucibacilares. A
frequéncia de células Tregs de memdria se mostrou heterogénea entre 0s pacientes em
resposta ao M. leprae, mas ao estimulo antigeno-especifico foi possivel observar que
pelo menos metade do grupo apresenta uma maior frequéncia do que os pacientes
paucibacilares. A Figura 5.11-C mostra a frequéncia das células Tregs e convencionais
de memdria em resposta ao estimulo policlonal OKT3. Embora ndo tenha ocorrido
diferenca entre as medianas dos grupos, o estimulo policlonal evidenciou a menor
frequéncia de células T convencionais ja observada na Figura 5.11-B nos pacientes

multibacilares.
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Figura 5.11. Frequéncia de células T reguladoras M. leprae especificas e convencionais de memdria
em sangue periférico de pacientes com hanseniase sem a interferéncia dos coestimulos. A)
frequéncia de células Tregs (CD4*CD25* FOXP3*137*). B) frequéncia de células T convencionais de
memoria (CD4*CD25" FOXP3-CD45RA"). C) frequéncia de células Tregs e convencionais de memdria
em resposta a0 OKT3 sem a interferéncia dos co-estimulos em sangue periférico de pacientes apos 18
horas de cultura. Cada circulo representa um paciente. PB, Paciente Paucibacilar; MB, multibacilar. n=4
por grupo.
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A expansdo simultanea de células Tregs e convencionais durante a resposta a um
patdgeno pode limitar a imunopatologia, porém, uma maior inibicdo da resposta efetora
pode permitir a persisténcia do patdégeno (Bacher P, et al. 2016). Nos avaliamos a razao
entre as celulas Tregs e convencionais de memdria em resposta ao M. leprae e a
proteina ML1419c (Figura 5.12-A). E possivel observar medianas mais elevadas nas
razdes Tregs/Tconv em resposta ao M. leprae e a proteina ML1419c nos pacientes
multibacilares em comparacdo com o0s paucibacilares. A frequéncia de Tregs e
convencionais de memdria em resposta ao estimulo policlonal pode ser observada na
Figura 5.12-B.
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Figura 5.12. Razdo das células T reguladoras M. leprae especificas e convencionais em sangue
periférico de pacientes com hanseniase. A) Razdo entre células Tregs (CD4*CD25*
FOXP3*137*CD45RA") T convencionais (CD4*CD25* FOXP3  CD45RA") de memdria apds 18 horas de
cultura em resposta ao M. leprae e a proteina M. leprae especifica. B) Razdo entre células Tregs de
memoria e T convencionais (CD4*CD25" FOXP3- CD45RA") apds 18 horas de cultura em resposta ao
estimulo policlonal. Cada circulo representa um paciente. PB, Paciente Paucibacilar; MB, multibacilar.
n=4 por grupo.
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5.6. Avaliacdo de células T reguladoras por citometria de fluxo e

microscopia de fluorescéncia em lesdes de pele de pacientes com hanseniase.

5.6.1. Frequéncia de células Tregs em lesOes de pele de pacientes multibacilares

Além da avaliagdo de células Tregs em sangue periférico, outra importante etapa
do nosso trabalho consiste em analisar a frequéncia dessas células diretamente em
lesbes de pele dos pacientes com hanseniase. Apds digestdo mecanica e enzimatica do
fragmento de pele obtido por biopsia, as células foram analisadas por citometria de
fluxo. Os mesmos parametros utilizados em celulas de sangue periférico para excluir
grumos celulares e células mortas também foram utilizados para as células de tecido.
Dentro da populacdo de células viaveis, as células CD4* foram identificadas e as Tregs
foram selecionadas (CD25"9"FOXP3*). Além disso, avaliamos o fenétipo de memoéria
dessas células através dos marcadores CD45R0O e CCR7. Células de memoria central
sdo CD45RO*CCR7" e células de memoria efetora sdo CD45RO*CCR7". Como pode
ser observado na Figura 5.13, uma maior frequéncia de células Tregs foi observada na
lesdo de pele quando comparamos com a frequéncia encontrada no sangue periférico,
7,58% versus 3,42%, respectivamente. Além disso, todas as Tregs de lesdo eram de
memoria efetora, enquanto as Treg de sangue periférico eram 74,7% de memoria efetora
e 21,5% de memoria central.
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Figura 5.13. Frequéncia de células T reguladoras em les6es de pele de pacientes multibacilares. A)
Células provenientes de fragmento de pele obtido por bidpsia foram submetidas a dissociagdo mecéanica e
por 18hs foram digeridas enzimaticamente. B) Em paralelo, células mononucleares de sangue periférico
do mesmo paciente também foram submetidas ao processo de digestdo enzimética. Apds incubagdo, as
células foram marcadas extracelularmente com anticorpos monoclonais especificos para detec¢do do
fendtipo regulador e de memdria.
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5.6.2. Células T reguladoras em lesdes de pele de pacientes multibacilares

Com o objetivo de avaliar a presenca das células Treg e T efetoras na lesdo de
pele de pacientes multibacilares, realizamos imunofluorescéncia e avaliamos a
expressdo dos seguintes marcadores: CD4, CD8, FOXP3, T-bet. A Figura 5.14 A
mostra a presenga de células e T CD4 positivas para FOXP3 e T CD8 no ambiente de
lesdo. Além das células T reguladoras, conseguimos detectar também a presenca de
células T expressando o fator de transcricdo T-bet (Figura 5.14-B). Esses dados
sugerem que as células Tregs no microambiente de lesdo poderiam estar modulando
negativamente a resposta efetora mediada pelas células Th1(Thet™), favorecendo o
crescimento do bacilo.

A

Figura 5.14. Deteccdo de células T reguladoras e efetoras em lesdes de pele de pacientes
multibacilares por imunofluorescéncia. A) Presenca de células CD4* expressando FOXP3 e células T
CD8*. A seta branca indica uma célula CD4*FOXP3*. B) Marcacao individual para CD4, CD8, FOXP3 e
DAPI. C) Deteccdo de células positivas para Thet. D) Células marcadas para CD4, Thet, FOXP3 e
DAPI. A seta branca indica a presenca de Thet no nicleo. A barra representa 10um.
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6. Discussao

O presente estudo teve como objetivo investigar os mecanismos de modulagao
da resposta imune celular patdégeno-especifica em individuos infectados por M. leprae.
A hanseniase ¢ um interessante modelo de estudo para o entendimento da resposta
imune, pois a doenca pode apresentar varias formas clinicas, cada uma com
caracteristicas imunolégicas distintas determinadas pela intensidade de resposta do
hospedeiro ao bacilo, sendo a polarizacdo da resposta imune especifica a M. leprae um
elemento importante na patogénese da hanseniase e na determinacdo das manifestacdes
clinicas. Além disso, outras manifestacGes imunoldgicas podem ser observadas durante
0 curso da hanseniase. Dois tipos de processos inflamatdrios agudos podem ocorrer e
sdo conhecidos como episodios reacionais da hanseniase, que acometem de 30-50% dos
pacientes devido a reativacdo da resposta imune celular ligada a producdo de
mediadores inflamatorios (Britton WJ, Lockwood DNJ, 2004). A reacdo do tipo 1 é a
reacdo reversa com curso natural que pode durar varias semanas. Ocorre em pacientes
com as formas intermediarias da hanseniase (BL, BB e BT) e caracteriza-se por
induracdo e eritema nas lesdes existentes, frequentemente com edemas e neurite
progressiva, causando neuropatia sensorial e motora. Em casos severos, as lesdes
podem se tornar ulcerantes. A reacdo do tipo 2 conhecida como eritema nodoso
hansénico (ENH), apresenta um curso natural de uma a duas semanas, porém muitos
pacientes apresentam recorréncias multiplas ao longo de varios meses. Este tipo de
reacdo ocorre em pacientes multibacilares (LL e BL) e estes individuos em estado
reacional apresentam nddulos eritematosos que podem surgir na face, extremidades, ou
tronco, sem predilecdo por lesbes existentes. Sistemicamente, estes pacientes muitas
vezes também apresentam febre, mal-estar, e algum grau de neurite sensorial e motora
(Scollard DM, et al. 2006).

A elucidacdo das bases imunoldgicas na hanseniase, a diversidade de resposta
entre os polos e a conhecida anergia imunoldgica dos pacientes lepromatosos tém sido
alvo de intensos estudos ao longo desses anos. Para alcancarmos nosso objetivo de
avaliar os mecanismos de modulacdo da resposta imune celular patdgeno-especifica em
individuos infectados por M. leprae, avaliamos os contatos de pacientes multibacilares
em uma primeira etapa do trabalho e posteriormente os pacientes de hanseniase.

Os contatos de pacientes multibacilares sdo o grupo de individuos com maior

exposicdo ao bacilo e devido a essa alta exposicdoapresentam um maior risco de
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adoecimento. Uma possivel explicagdo para o alto risco desses contatos evoluirem da
infeccdo latente para a doenca ativa é a modulacdo negativa da resposta imune efetora a
M. leprae, em consequéncia do estimulo continuo e prolongado do sistema imune pelo
patdgeno eliminado pelo caso-indice (Fine PE, et al. 1997; De Matos HJ, et al. 1999).
Entender os mecanismos envolvidos na modulagdo negativa da resposta imune sofrida
por estes individuos superexpostos a M. leprae foi o que nos levou a dar inicio a esta
pesquisa. Dois fatores sdo conhecidos por diminuir o risco de doenca entre 0s contatos
de pacientes multibacilares: i) o tratamento do caso indice (paciente) diminuindo a
exposicdo a M. leprae vivo (Vijayakumaran P, et al. 1996); e ii) vacinacdo com BCG
(Dippre NC, et al. 2008). Na primeira etapa do estudo recrutamos contatos de pacientes
multibacilares e o impacto desses dois fatores na resposta imune desses individuos a M.
leprae foi investigado. Dessa forma, os contatos foram recrutados em dois momentos
diferentes: 1°) Antes ou nos trés primeiros meses do tratamento do caso indice e antes
da vacinacdo com BCG (TO) e 2°) um intervalo minimo de 6 meses depois (T1). As
frequéncias das células T de memdria de sangue periférico respondedoras a M. leprae e
os niveis de mediadores inflamatorios produzidos em culturas de células estimuladas
com M. leprae foram avaliados nestes dois momentos.

Nosso estudo foi originalmente projetado para monitorar os contatos seis meses
apos sua primeira avaliacdo. Este intervalo foi escolhido com base em um trabalho
anterior que indica uma recuperacdo da resposta imune aos antigenos de M. leprae nos
contatos domiciliares 6 meses ap6s o inicio do tratamento do caso do indice (Godal T e
Negassi K. 1973). No entanto, a maioria deles ndo conseguiu retornar a clinica para a
segunda avaliacdo no intervalo de seis meses e, uma segunda coleta de sangue foi obtida
de alguns deles em intervalos maiores como uma tentativa de inclui-los no estudo. Na
verdade, essa variavel permitiu-nos ver o aumento da resposta imune a M. leprae,
mesmo 20 a 26 meses apOs a primeira avaliacdo, indicando que este é um efeito
duradouro. Isso esta de acordo com dados anteriores que mostram uma diminuicdo da
deteccdo de casos entre 0s contatos de hanseniase ao longo do tempo apds o inicio do
tratamento do caso indice (De Matos HJ, et al. 1999). Além disso, varios estudos
indicam um efeito a longo prazo da vacina¢do BCG sobre imunidade inata e adaptativa.

Nossos resultados indicam mudancas na resposta imune dos contatos de
pacientes multibacilares aos antigenos micobacterianos ap6s o tratamento do caso indice
e vacinacdo com BCG e essas mudancas podem contribuir positivamente para
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resisténcia ao desenvolvimento da hanseniase. As mudancas observadas foram: i)
aumento nas frequéncias de linfocitos T CD4 e CD8 de memdria respondendores a M.
leprae; ii) Aumento das frequéncias de lifécitos T CD4" que reconhecem peptideos
especificos de M. leprae; e iii) Aumento dos niveis dos mediadores inflamatorios I1L1-p,
IL-6, IL-17, TNF, IFN-y, MIP1-B ¢ MCP-1 produzidos por CMS em resposta a M.
leprae. O aumento da resposta a M. leprae nos contatos de pacientes multibacilares em
T1 parece ser um efeito duradouro, ja que foi observado mesmo apds dois anos do
primeiro recrutamento (T0). Além disso, um aumento desses parametros foi observado
mesmo entre 0s contatos que ndo receberam a vacina BCG em TO, sugerindo que a
exposicdo reduzida a M. leprae vivo em consequéncia do tratamento do caso indice
constitui um elemento importante na melhora da resposta imune observada nesses
individuos.

Interessantemente, observamos um aumento nas frequéncias de células T CD4" e
CD8" especificas para M. leprae nos contatos de pacientes multibacilares em T1. As
células T CD4 e CD8 foram implicadas na resposta imune protetora contra
micobactérias (Stenger S. 2001) e, portanto, seu aumento nos contatos pode, pelo menos
parcialmente, explicar o menor risco de adoecimento dos mesmos apés o tratamento do
caso indice. Além disso, o0 aumento dos niveis de IFN-y e IL-17 em resposta a M. leprae
observado em T1 aponta para a ativacdo de subpopulacdes de células T Thl e Th17,
anteriormente demonstrada como induzidas pela vacinagdo com BCG (Kleinnijenhuis J,
et al. 2014) e envolvida na prote¢éo contra micobactérias (Gopal R, et al. 2012).

Uma observacdo importante no presente estudo foi o aumento das células T
CD4" especificas para peptideos especificos de M. leprae ndo compartilhados com
BCG. Este resultado estd de acordo com um estudo anterior que observou niveis
aumentados de IFN- y em resposta a MMPI, um antigeno de M. leprae ndo
compartilhado com BCG, ap0s a vacinacdo dos contatos (Lima MC, et al. 2000). Este
resultado poderia ser explicado pelo conhecido efeito "adjuvante” ndo especifico da
vacina BCG sobre a resposta imune, mediado por modificacBes epigenéticas em células
imunes inatas, referido como "imunidade treinada™ (Kleinnijenhuis J, et al. 2012.) De
fato, o aumento de TNF, IL-1B, IL-6, MCP-1 e MIP-1B, mediadores classicamente
produzidos por mondcitos, da suporte a ideia do envolvimento da "imunidade treinada"
induzida por BCG como um mecanismo de ativacao heter6loga de linfocitos Thl / Th17

M. leprae especificos favorecendo a prote¢do dos contatos contra a hanseniase. Outros
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estudos mostraram que a maioria desses mediadores é induzida pela vacinacdo com
BCG (Lalor MK, et al. 2010; Smith SG, et al. 2010; Lalor MK, et al. 2011). As
modificacdes fenotipicas de células imunes inatas induzidas pela vacina BCG duram
pelo menos um ano ap6s a vacinacdo (KleinnijenhuisJ, et al. 2014) um intervalo
compativel com o recrutamento de 6-26 meses (TO e T1) adotado no presente estudo.
Isso também esta de acordo com o efeito de longa duracdo de protecdo induzida pela
vacina BCG contra hanseniase descrita anteriormente (Rodrigues LC, et al. 2007).

A imunidade treinada tem como caracteristica ser induzida ap6s uma infec¢do
primaria ou vacinacdo, e confere protecdo contra uma infeccdo secundéria atraves de
mecanismos independentes da resposta adaptativa mediada por linfocitos B e T,
aumentando a resisténcia do hospedeiro a reinfeccdo. Porém, é menos especifica que a
imunidade adaptativa e, portanto, pode fornecer protecdo cruzada para outras infecgoes
(Netea MG, et al. 2011). O efeito inespecifico da BCG € descrito desde 1927 quando a
vacina foi introduzida na Suécia para proteger criancas contra tuberculose. As criangas
que receberam a vacina BCG no nascimento apresentaram um nivel de mortalidade trés
vezes menor do que as criangas ndo vacinadas onde o indice de mortalidade
ultrapassava 10% (Aaby P, et al. 2011). Na década de 50 um estudo realizado nos
Estados Unidos com criancas e adolescentes demonstrou que a vacinacdo com BCG
reduziu a mortalidade ndo acidental em 25% (Shan F. 2010). Um estudo de caso-
controle realizado aqui no Brazil demonstrou que a vacina BCG reduziu 50% o risco de
morte por pneumonia (Niobey FM, et al. 1992). Interessantemente, na Africa, a
vacinacdo com BCG reduziu em 40% a mortalidade neonatal principalmente por
prevenir sepse neonatal e infeccdes respiratorias (Aaby P, et al. 2011; Biering-Sgrensen
S, etal. 2012). Além disso, diversos estudos em seres humanos e modelos animais tém
demonstrado que a vacinagdo com BCG protege de infecgBes secundarias contra
Plasmodium, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Schistosoma mansoni, Babesia microti, Toxoplasma gondhi e
Trypanosoma cruzi (Parra M, et al. 2013; Blanden RV, et al. 1969; Tribouley J, et al.
1978; Kleinnijenhuis J, et al. 2012; van ‘t Wout , et al. 1992; Clark IA, et al. 1976;
Smrkovski LL, Strickland G. 1978). Um estudo de meta-analise com 23 artigos
demonstrou a associa¢do da vacinacdo com BCG na infancia e a protecdo contra asma
(El-Zein M, et al, 2010). Recente foi demonstrado que até a cicatriz de BCG materna

estd associada ao aumento da resposta imune pro-inflamatoria infantil (Mawa PA, et al.
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2017). O efeito imuno-estimulatério da vacina BCG também tem sido aplicado ao
tratamento de cancer de bexiga em estagios iniciais (Skegg DCG. 1975; Montoya D, et
al. 2017; Xie J, et al. 2016). Em 1986, um estudo realizado em Chicago foi o primeiro a
descrever que a vacinacdo neonatal com BCG reduziu a incidéncia de leucemia e outras
doengas malignas na infancia (Rosenthal SR. 1986). Outro estudo realizado em sete
paises da Europa e em Israel demonstrou que individuos que receberam a vacinagao
com BCG ou para variola, ou ambas, apresentaram metade do risco de desenvolver
melanoma quando comparados aos controles ndo vacinados, independente do género,
idade ou origem étnica (Pfahlberg A, et al. 2002). Alguns estudos tém sugerido que a
inducdo da maturacdo imune pela vacinacdo com BCG em neonatos confere protecédo
contra leucemia e melanoma (Rosenthal SR, 1986; Grange JM, Stanford JL, 1990;
Grange JM, et al. 2003). Por outro lado, como a protecdo da vacinacdo BCG foi
proposta incialmente para tuberculose e sua incidéncia diminuiu consideravelmente nos
paises europeus, estes optaram por remover a BCG do calendario de vacinacdo ou
restringir seu uso. Estudos posteriores tém demonstrado que a ndo vacinacdo com BCG
pode ter aumentado a incidéncia de uma grande variedade de doengas como dermatite
atépica, melanoma maligno e linfoma (Steenhuis TJ, et al. 2008; Grange JM, et al.
2003; Villumsen M, et al. 2009).

Embora a vacinacdo com BCG as vezes nao consiga induzir uma cicatriz,
registros de BCG neonatal sdo bastante raros, e a presenca da cicatriz tem sido o método
adotado por muitos estudos para verificar o historico individual de vacinagcdo com BCG.
De qualquer forma, as diferencas nas histérias de vacinacdo com BCG entre 0s contatos
avaliados no presente estudo ndo afetaram de forma significativa o aumento da resposta
imune aos antigenos de M. leprae observados em T1

A provavel ativacao das populacdes de células T Thl / Th17 em conjunto com o
aumento simultaneo das citocinas inflamatdrias / quimiocinas (TNF, IL-1p, IL-6, MCP-
1 e MIP-1B) em resposta ao BCG poderia explicar o aparecimento de hanseniase
paucibacilar (PB) em uma pequena porcentagem de contatos de hanseniase apds a
vacinacao (Lima MC, et al. 2000; Duppre NC, et al. 2008; Bagshawe A, et al. 1989;
Richardus RA, et al. 2015). Uma explicacdo semelhante poderia ser aplicada a
incidéncia de namero relativamente alto de pacientes com reagdes de Tipo 1 entre 0s
contatos previamente assintomaticos que desenvolveram hanseniase logo ap6s o BCG

(Richardus RA, et al. 2015). De acordo com Bagshawe e colaboradores (1989) a
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manifestacdo da hanseniase PB apds a vacinacdo BCG reflete o potencial desta vacina
para acelerar a evolucdo da doenca clinica em individuos infectados antes ou
imediatamente apds a vacinacdo. Corroborando com esta hipotese, Duppre e
colaboradores (2008) descreveram que, 0s contatos que contrairam hanseniase tinham
em sua maior parte como caso indice pacientes multibacilares, sugerindo que a infec¢éo
subclinica pode se tornar explicita devido a ativacdo da resposta imune induzida pela
vacinacdo. Além disso, Duppre e colaboradores relataram que a incidéncia de
hanseniase paucibacilar foi maior durante o primeiro ano de acompanhamento dos
contatos vacinados com sorologia positiva para PGL-I, pardmetro de infecgéo
subclinica, em comparacdo com os PGL-I negativos (Duppre NC, et al 2012). No
presente estudo, no entanto, nenhum contato desenvolveu hanseniase apds a vacinacao
durante o acompanhamento de 3 anos. Do mesmo modo, ndo houve correlagéo entre a
presenca de anticorpos PGL-I e os niveis de resposta imune especificos observados em
T1. Em um estudo futuro, pretendemos aumentar o tamanho da amostra para avaliar
mais detalhadamente o impacto da sorologia positiva na resposta imune a M. leprae
entre os contatos dos pacientes com hanseniase multibacilar.

Um aumento da resposta imune celular aos peptideos especificos de M. leprae
também foi detectado nos 3 contatos que ndo receberam BCG em TO. Esta observacéo é
consistente com um estudo anterior indicando um aumento na resposta proliferativa de
CMS ao M. leprae entre os contatos de pacientes multibacilares 6 meses ap6s o inicio
do tratamento do caso de indice (Godal T, Negassi K. 1973). Em um outro estudo
realizado por nosso grupo, a analise da resposta imune aos antigenos especificos de M.
leprae de individuos saudaveis sem historia de contato familiar com pacientes com
hanseniase, mas vivendo em uma é&rea hiperendémica de hanseniase no Brasil,
encontrou alta producdo de IFN- y em resposta a M. leprae em todos os individuos
avaliados deste grupo. Na mesma investigacdo, observamos uma reducdo progressiva
nos niveis de IFN- y com aumento da exposicdo persistente a M. leprae em individuos
infectados assintomaticos e pacientes com hanseniase (Martins MVSB, et al. 2012). Em
conjunto, essas descobertas sustentam a hipoOtese de que a exposi¢cdo continua a M.
leprae vivo induz uma regulacdo negativa da resposta imune efetora celular contra o
patdgeno, e que este efeito € revertido apos o tratamento do caso indice. Esta hipbtese
também é sustentada por dados que indicam que a incidéncia de hanseniase diminui

significativamente entre os contatos domiciliares apos trés anos de tratamento do caso
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indice (Bagshawe A, et al. 1989). Também é demonstrado que, mesmo entre 0s contatos
domiciliares, apenas uma pequena proporcao de individuos expostos eventualmente
desenvolve doenca ativa (Sales AM, et al. 2011). A soma dessas observacdes sugere
que, apos a infeccdo inicial, hd outras etapas ainda desconhecidas envolvidas na
patogénese da hanseniase.

Os dados acumulados a partir das investigacfes anteriores em conjunto com 0s
nossos resultados indicam a melhora da imunidade celular ex vivo contra M. leprae
entre os contatos de pacientes multibacilares ap6s o tratamento do caso de indice, dao
suporte a hipdtese de que a exposicao persistente pode facilitar a evolugdo da infecgdo
latente para doenca ativa inibindo a resposta efetora nos contatos.

Sem davida uma critica importante do nosso estudo com o0s contatos foi o
pequeno numero de individuos analisados. A variacdo individual do sistema
imunologico e da resposta imune em seres humanos é bem conhecida e foi destacada em
uma revisao recente (Brodin P, Davis MM. 2017). A avaliacdo da resposta imune em
seres humanos frequentemente requer a inclusdo de um grande nimero de individuos, a
fim de permitir a observacdo de mudancas significativas nos parametros em avaliacéo.
No entanto, apesar do pequeno nimero de contatos domiciliares incluidos em nosso
estudo e sua heterogeneidade, como género, idade, historico da vacinacdo com BCG e o
intervalo de tempo entre a primeira e a segunda avaliacdo, observamos mudancas
relevantes e significativas em suas respostas imunes aos antigenos de M. leprae em T1.
Na verdade, todos os esforcos foram feitos para recrutar um nimero maior de contatos,
mas, infelizmente, uma boa proporcao deles ndo retornou para sua segunda avaliacao.
Isso é explicado pelo menos parcialmente pelo fato de serem individuos saudaveis e
consequentemente ndo encontrarem motivagdo para retornar a clinica. Apenas 30% dos
estudos que acompanham os contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
realizados na Fiocruz foram concluidos.

As células Tregs especificas para M. leprae sdo uma causa potencial para esta
regulacdo negativa da resposta imune efetora vista nos contatos de pacientes
multibacilares. A observagdo da inibigdo in vitro da resposta imune a M. leprae na
hanseniase multibacilar por células com caracteristicas fenotipicas de Treg reforca esta
hipotese (Palermo ML, et al. 2012). A exposic¢do continua do sistema imunoldgico das
vias aéreas aos aerossois de M. leprae vivos expelidos pelos pacientes com hanseniase
MB pode criar condigdes favoraveis a diferenciacdo de Tregs M. leprae especificas nos
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contatos destes pacientes, talvez compartilhando alguns dos mecanismos que inibem a
geracdo de células T efetoras em resposta a antigenos ambientais e microbiota normal
(Bobosha K, et al. 2014).

Tregs foram implicadas na patogénese do cancer, doengas auto-imunes e
infecciosas, bem como alergias. A intervencédo terapéutica na funcdo dos Treg foi bem
sucedida em algumas situacdes e poderia, juntamente com o tratamento do caso indice,
ser alvo no desenvolvimento de estratégias de vacinacdo novas e melhoradas para a
prevencao da hanseniase em populagdes expostas a hanseniase. Uma compreensao mais
profunda dos mecanismos envolvidos na modulacdo negativa da resposta imune
apresentada por individuos persistentemente expostos a M. leprae pode contribuir para
projetar ferramentas que identifiqguem de forma mais confiavel aqueles infectados com
maior risco de doenca antes que a hanseniase se manifeste, o que seria uma contribuicdo
importante para a interrupcéo da cadeia de transmisséo.

Este é o primeiro estudo a demonstrar que o tratamento do caso indice e / ou a
vacinacdo com BCG dos contatos de paciente multibacilares induzem ativacdo de
clones de células T que reconhecem epitopos especificos de M. leprae, ndo
compartilhados com o BCG. Esta ativacdo pode, pelo menos, explicar parcialmente o
conhecido efeito protetor dessas medidas contra a progressdo da doenca nos contatos de
pacientes multibacilares. O possivel papel das Tregs na anergia dos contatos de
pacientes multibacilares € uma hip6tese muito atraente, e isso fard parte da segunda
etapa do nosso trabalho. A Figura 6.1 ilustra os resultados que observamos neste estudo
e a possivel participacdo das células Tregs (fase que ainda estd em investigacdo) na
mudanca da resposta immune dos contatos de pacientes multibacilares apds a vacinacao
com BCG e o tratamento do caso indice. A Figura 6.1-A ilustra 0 momento em que 0
contato estd altamente exposto a M. leprae pelo fato do caso indice ndo ter iniciado o
tratamento com a PQT e antes da vacina¢do com BCG. Neste momento os macréfagos
estdo infectados por M. leprae e a resposta efetora contra M. leprae ndo esta
efetivamente ativada devido a presenca de uma maior frequéncia das células T
reguladoras, uma vez que macrofagos infectados por M. leprae induzem
preferencialmente células Tregs (Degang Yang, et al. 2016). Por outro lado, apds o
inicio do tratamento do caso indice h4d uma diminuicdo consideravel da exposi¢do a M.
leprae. A vacina¢do com BCG induz uma imunidade treinada com macréfagos e
monocitos produzindo mediadores pro-inflamatorios que inibem a atuacdo das células
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Tregs contribuindo para o surgimento e expansdo clonal das células M. leprae
especificas e consequentemente maior protecdo contra o desenvolvimento da doenca

ativa.
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Figura 6.1. Padrdo da resposta imune dos contatos de pacientes multibacilares antes e apds a
vacinacdo com BCG e o tratamento do caso indice. A) O cenério 1 ilustra TO que é 0 momento em que
0 contato esta altamente exposto ao M. leprae pelo fato do caso-indice ndo ter iniciado o tratamento com
a PQT e antes da vacinagdo com BCG. Neste momento os macr6fagos infectados pelo M. leprae induzem
preferencialmente a diferenciacdo de células T reguladoras que inibem a funcdo das células
apresentadoras de antigenos (APC) e estas ndo conseguem apresentar eficientemente M. leprae aos
linfocitos T M. leprae especificos tornando a resposta imune ao bacilo insuficiente. B) O cenério 2 reflete
T1 que € 0o momento em que houve considerdvel diminui¢do da exposicdo ao bacilo devido ao tratamento
do caso indice e ap6s a vacinagdo com BCG. Neste segundo momento, 0s mondcitos treinados devido a
vacinagdo com BCG produzem mediadores inflamatdrios que inibem as Tregs, dessa forma, as APCs
passam a apresentar M. leprae eficientemente e a induzir a expansdo clonal de células T M. leprae
especificas que produzem mediadores inflamatérios como IFN-y que ativa os macréfagos estimulando-os
a matar o bacilo. IFN-y -Interferon gama; TNF- fator de necrose tumoral.

Apesar de os contatos da hanseniase constituirem um grupo com alto risco para
desenvolver a hanseniase, apenas cerca de 7% deles irdo progredir para a doenca ativa
(Duppre NC, et al. 2008; Sales AM, et al. 2012)". De acordo com o Sistema Brasileiro
de Notificagdo de Doencgas (SINAN), nenhum dos 16 contatos incluidos no nosso
estudo desenvolveu hanseniase até fevereiro de 2017. A possibilidade de que outros

casos de hanseniase no convivio familiar contribuam para a ndo resposta observada em
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alguns individuos incluidos no estudo pode ser descartada, uma vez que todos 0s
contatos familiares de cada caso indice foram acompanhados até agora sem sinal de
doenga. Outro ponto importante € que a situacdo ideal seria incluir um grupo néo
vacinado com BCG para que pudéssemos analisar separadamente os efeitos da
vacinacdo BCG versus tratamento de caso de indice na recuperacdo da resposta imune
dos contatos aos antigenos de M. leprae. No entanto, individuos nao vacinados estao se
tornando raros por varias razdes. O Brasil adota a vacinacdo com BCG a recém-
nascidos e possui uma ampla cobertura. Além disso, desde 1991, o Ministério da Saude
do Brasil recomenda a vacinacéo de todos os contatos de pacientes com hanseniase. 1sso
implica no fato dos contatos serem vacinados com BCG apds o diagndéstico do caso do
indice, a menos que eles ja tenham duas cicatrizes da vacina ou estejam com suspeita da
doenca. Entre os trés contatos que ndo foram vacinados no inicio do nosso estudo, dois
ja haviam sido vacinados duas vezes e um apresentava suspeita de ter hanseniase. O
efeito estimulante da vacinacdo com BCG foi mais claro ao comparar a frequéncia de
células T de CD4 e CD8 em resposta a M. leprae (Figura 5.3 B e D), bem como 0s
niveis de producdo de mediadores pré-inflamatdrios dos contatos que receberam a
segunda dose da vacina durante o estudo quando comparados com 0s contatos que
receberam a primeira dose ou ndo foram vacinados (Figura 5.6). No entanto, para
aqueles que ndo receberam uma dose recente de BCG, a influencia de uma vacinagéo
prévia ndo pode ser descartada.

Devido ao importante papel das células Tregs na modulacdo negativa da resposta
imune efetora, e sua conhecida contribuicdo na patogénese da hanseniase, na segunda
etapa do trabalho recrutamos apenas pacientes com hanseniase e avaliamos o perfil
fenotipico das células Tregs em sangue periférico e lesdo de pele desses individuos. Até
0 momento recrutamos 8 voluntérios, sendo 4 com a forma multibacilar da hanseniase e
4 com a forma paucibacilar. Nés detectamos em sangue periférico e lesdo de pele dos
pacientes com hanseniase a presenca de células Tregs e efetoras. Como trabalhos
anteriores ndo esclareceram se 0s Treg observados na hanseniase sdo patdgeno-
especificos, nds estamos investigando células Tregs de memdria M. leprae especificas
no sangue periférico em resposta a M. leprae e a proteina especifica de M. leprae
ML1419c. A dindmica da diferenciacdo das células Tregs em seres humanos in vitro, in
vivo, e ex vivo foi avaliada. Neste estudo foi demonstrado que células Tregs CD4*
FOXP3* podem ser separadas em trés subpopulacGes fenotipicamente e funcionalmente
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com base na expressdo de FOXP3, padrdo de expressdao de moléculas de superficie, grau
de metilacdo do gene FOXP3, nivel de proliferacdo em condicdes fisiologicas,
capacidade de secretar citocinas, repertério de TCR e atividade supressora in vitro. As
subpopulagdes foram divididas em: 1) CD45RA* FOXP3'% “resting Treg cells”, 2)
CD45RA" Foxp3"9" “activated Treg cells” e 3) “cytokine-secreting” CD45RA™ Foxp3'™
non-Treg cells (Makoto Miyara et al, 2009).

Nossos resultados preliminares demonstram a presenca de células Tregs de
memoria especificas para M. leprae (CD4*CD25™M#"” FOXP3*CD137"CD45RAY) e
células efetoras de meméria (CD4"CD25" FOXP3"CD45RA") no sangue periférico dos
pacientes com hanseniase. Embora seja necessario aumentar o numero de pacientes,
avaliando a proporcdo de células Tregs de memdria especificas para M. leprae e T
efetoras, uma tendéncia de aumento é observada na frequéncia de células Tregs nos
pacientes multibacilares (MB). Um estudo recente em seres humanos identificou células
Tregs especificas para aeroantigenos como pdlen, por exemplo, que sdo completamente
funcionais em individuos alérgicos, sugerindo que a proporcao de células efetoras Th2 e
em relacdo as Tregs poderia ser a causa da alergia. Este trabalho mostra evidéncias de
que a alteracdo na proporcdo de células Tregs antigeno-especificas para T de memdria
efetora estd envolvida na patologia de doencas inflamatdrias crénicas em seres humanos
(Bacher P, et al. 2016). Na hanseniase multibacilar a presenca das células Tregs M.
leprae-especificas pode induzir a modulacdo negativa da resposta efetora contribuindo
para a disseminacao do bacilo. A quantificacdo e a caracterizacdo simultanea das células
Tregs antigeno-especificas e das células T convencionais possibilita o estudo das
caracteristicas destas duas subpolac@es e do impacto da proporcdo entre Tregs e células
T efetoras na resposta imune a M. leprae. Outra importante etapa do nosso trabalho foi a
investigacao das células Tregs no ambiente da lesdo de pele de pacientes multibacilares.
Fizemos a identificacdo dessas células através de citometria de fluxo, o que nos permitiu
avaliar diversos pardmetros simultaneamente em células de lesdo de pele. Detectamos
uma frequéncia de células Tregs de memdria maior no tecido do que no sangue
periférico (Figura 5.12).

Nos também investigamos o perfil fenotipico das células Tregs na lesédo por
imunofluorescéncia. Embora a citometria de fluxo nos possibilite avaliar diversos
parametros simultaneamente, a imunofluorescéncia demonstra a presencga e fornece a

localizagéo das células no ambiente da lesdo. Nossos dados preliminares demonstram a
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presenca de células Tregs através da expressdo do fator de transcricdo FOXP3 e células
T efetoras através da expressdo de Thet na lesdo (Figura 5.13). A principal fungéo das
Tregs naturais € migrar para o sitio de inflamacéo e suprimir células efetoras, como as
células T “helper” (Th) Thl, Th2, Th17 e células Th foliculares (Chaudhry A, et al.
2009; Chung Y, et al. 2011; Koch MA, et al. 2009; Linterman MA, et al. 2011).
Além dos pacientes multibacilares pretendemos avaliar também por imunofluorescéncia
as lesdes de pele de pacientes paucibacilares para um estudo aprofundado da interacéo
das celulas T efetoras e reguladoras no ambiente de lesdo e a contribui¢do individual
dessas celulas para a patologia da hanseniase. Identificar as subpopulagbes celulares
moduladas por M. leprae na infeccdo ativa e ampliar essa investigacdo também para
contatos que sdo superexpostos a M. leprae podera viabilizar o desenvolvimento de
estratégias que atuem diretamente na recuperacdo da resposta imune efetora contra M.
leprae, dos contatos, atuando na resolucdo da infeccéo latente, evitando a doenca ativa e
contribuindo para a interrupcdo da cadeia de transmissdo do bacilo, e nos pacientes

evitando episddios reacionais e recidiva da doenca.
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7- Conclusoes

¢ A partir dos dados obtidos na primeira etapa do nosso estudo reforcamos a
importéncia da rotina de vacinagdo com BCG nos contatos de pacientes com hanseniase
e o tratamento do caso indice como medidas importantes de controle da hanseniase.
Observamos que a combinacao dessas duas medidas melhorara a resposta immune dos
contatos domiciliares dos pacientes multibacilares por aumentarem as frequéncias de
células efetoras em resposta a antigenos especificos de M. leprae. Outra observacéo
importante foi 0 aumento da capacidade de células monucleares sanguineas de produzir
mediadores inflamatdrios quando estimuladas in vitro com M. leprae. Esta observacdo
pode ser consequéncia da inducédo de imunidade treinada pelo BCG. A recuperagdo na
resposta immune dos contatos de pacientes multibacilares apresentou um efeito
duradouro, pois foi observado mais de 2 anos ap6s as intervengdes estudadas. Os
mecanismos pelos quais a vacinacdo com BCG e o tratamento do caso indice melhoram
a resposta imune desses contatos serdo avaliados em uma proxima etapa do estudo.
Células Tregs induzidas durante o periodo de super-exposi¢cdo a M. leprae sofrida por
esses individuos antes do tratamento do caso indice podem estar envolvidas na
modulacdo negativa da resposta immune dos contatos contribuindo para o

desenvolvimento da doenga ativa.

¢ Na segunda etapa de nosso trabalho demonstramos a presenca de linfécitos T com
fenotipo de Tregs de memdria especificos para antigenos de M. leprae em pacientes
com hanseniase tuberculdide e lepromatosa. Detectamos também a presenca de células
expressando fatores linhagem-especificos de Thl (T-bet) Treg (FOXP3) em lesdes de
pele de paciente com a forma BL de hanseniase. Existem evidéncias de que a inibicao
especifica da resposta Thl e feita de forma mais eficiente por T regs que expressam
simultaneamente FOXP3 e T-bet. A existéncia de um linfécito T regulador com este
fendtipo na hanseniase podera ser avaliada na continuacdo deste trabalho. Foi possivel
obter por dissociagdo enzimatica, e analisar por citometria de fluxo Tregs e outras
células de lesdo viaveis. As células assim obtidas de lesdo poderdo ser avaliadas para
expressao génica e eventualmente expandidas in vitro para outros estudos, desde que

seus fendtipos sejam estaveis.
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Abstract

Household contacts of mulibadllarny leprosy patients (HOMB) consfitute the group of individ-
uals at the highestrisk of developing leprosy. Early disgnosis and trestment of their index
cases combined with Bacille Calmete-Guerin (BCG) immunizafion remain important state-
gies adopied in Brazil o prevent HCME from evolving ino acfive disease. In the present
study, we assessad the impact of these messures on the immune regponsa to Myoobhacis-
rium hepragin HCMB. Peripheral blood mononude ar cells (PBMC) from HCMEB (n=16)
were obigined at the beginning of leprosy index case freatment (TO). At this time point, con-
tacts wene vacdnated (n = 13) ornot(n =3) in accordance with theirinfancy history of BCG
vaccination and PEMCs were recollected atleasté months later (T1). As expected, a signifi-
cant increase in memory CO4 and CDE T cell freque ncies responsive to M. lepras whole-
cell sonicaie was chserved in mast contacts. Of note, higher frequencies of CO4™ T cells
that recognize M. lepras specific epiopes were also detecied . Mareover, increased produc-
fion of the inflammatory mediators IL1-B, IL-6, IL-17, TNF, IFM-y, MIP1-8, and MCP-1 was
found at T1. Imeresfingly, the ineemeant in these parameters was observed even in thase
contacs that wera not BCG vaccinated at TO. This result reinforces fhe hypothesis that the
confinuous exposure of HOMB o e M. lepras down regulstes the specific cellular immune
response against the pathogen. Moreower, our data sugge st that BCG vaccination of HCMB
induces activatfion of T cell dones, like by through *frained immunity”, that recognize M.
lepras specific anfigens not shared with B GG as an additional protecve mechanism
basides the expedied boost in cell-mediated immunity by BCG homologues of M. lsprae
antigens.
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Author summary

Leprosy remaing a global public health ssue with an annual new case detection of approx-
irncately 200, 000250, (06} partle nits. The current study targetsleprosy patlent contacts, who
constitute the group of ind brlduals st highest risk of developing the disease. Treatment of
the index case (patient) and BCG vacdnation of his/her contacts are among the measures
known to decrease the Ask of bousehold lep rosy contacts contracting the disease. In the
present work, the impact of these two messures on the immune regsonse of contacs to
miycobacterial antigens was investigated, showing improversent in the cellular i mune
response toboth specific and shared M. lgprae antigens and an increase in secretion of
proinfam matory mediators, which likely explains the protective effect of these measures
agalnst le prosy.

Introduction

Leprosy is a global disease with no efficlent means for eady diagnoss or prevention. While dis-
ease prevalence has dropped signdficantly over the past three decades, it has not been
completel y el rated (ave raging between 2000000-250,000 new cases each year) [1]. Leprosy
constitutes 3 public health threat particularly in Brazd inthat sbout 30,000 new cases ame
reported per annum [2]. Thus, understanding the human immuonse regponse to this pathogen
remmaing an important callenge in the development of novel took for leprosy control

Mycobacterium leprae, the causative agent of leprosy, is a highly infectious obligate intracel-
lular bacterinm. Although the vast majority of those exposed to M. lepriae becomes infected,
onlya small proportion evelves into active disease. Previous work in leprosy and tuberculosts
s revealed the major role played by interferon-y (IFN-y), an effector cytokine produced by
pathogen -specific memory CD4 T cells, in the control o f the [nfection by these intescellular
pathogens [3]]4].

Leprosy i manifested across a broad spectrum of cinkcal forms that are determined by the
intensity of an individual's cellubar immune response to M. leprae. The paucibac llary (PB)
[podar tubse roulodd] (TT ), and borderline tuberculeld (BT )] foms of leprosy manifest a con-
talned, self-Umited infection with few lestons in which scarce bacllll are detected in conse-
quence of the cellular immune reponse againg M. leprae. In contrast, the reduced specific
cellular immunity in patlents with the multibacilary (MB) forms of the disease [lepromatous
{LL) and borderline lepromatows (BL)] results inan uncontmlled prolferation of the leprsy
bacillus accompa nied by many lesonsand extensive infiltration in dye skin and nerves MB
patients are congddered the mainsource of M. legprae transmission since they carry ahigh bac-
tertal losd in their skin and are able to shed large numbers of bacteria from their nasal passages
at a daily average of 107 viable M. leprae [5]. Thus, bousehold contacts of MB leprosy patients
(HCMB) are at the highest risk of developing leprosy due to thelr proximity with thelr index
cases and consequent overexposure to M. leprae In fact, the rik of llness among HCMB s
8- 10 times higher than that of healthy individuals residing in endemic areas but with no domi-
cllary exposure to MB leprosy [£]. Some studles kave shown this rik to be even more elevated
aming contacts carrying specific antibodies against the phenolic glyealipid-1 (FGL-T) antigen
[ZI0E] [#], aunlque molecule located in the M. lgprae cell wall Despite the fact that leprosy con-
tacts constitte a group at ahigh sk to develop leprosy, anly about 7% of them will progres
to active disease[10][ 11].

Evldence Indlcates that persstent exposure to M. leprae leads to a reduced lymphoprolifera-
thon to M. leprae antligen, which Improves as a resuli of index case trestment [ 12]. Recent data
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have confimyed and added to this previous fnding, linking persistent exposure to M. leprae
and for bacQlary load in lep sy patlents with hyporesponslveness to M. leprae-specific antl-
gens. A highlevelof the ex wivo IFN-y response to M. leprae-specific peptides was observed in
neardy all the exposed heal thy individual. However, the re was a progresive reduction in these
levels that correlated with the exposure level to M. leprae infection. The IFN-y levels were low-
est amang HCMB when compared to PB household contacts and individusk residing in an
hyperendemic leprosy area but with no history of contact with the disease [13].

Tt is weell established that BOG confers protection against leprosy [ 14][ 15[ 16]. Since 1991, the
Brazilian Ministry of Health (BMH) has oficially recomm ended that howsehold contacts (HC)
of leprosy patlents must be revacclnated with BCG to boost the efficacy of the first dose ghven to
newborns a5 a tubercul osls prophylactlc vaccine. The rationale for the we of BOG asa vaccine
apainst leprosy relies on the mowledge that M. leprae and M. bovis BCG share many antigens
with 2 high degree of homaology [17]. In leprosy HC, the vaccine i admindstered irrespective of
tuberculosis ar leprosy skin test results. HC with no BOG scar at all or with only one are vacd-
rated with BCG. Healthy HC with two BOG scars are not vaccinated [18]. In Brazll, the {mpact
of this policy, assessed ina cohort study of 3536 contacts of 1161 leprosy patenis, revealed that
the protection conferred by a bomster BOG vaccine was 56%. The strain wsed in Brazil is known
a5 BOG Moreau whose com plete genome sequence has recently been declphered [19].

Although both the BOG vacclmation and Index case treatment decrease the dsk of house-
bold contacts contracting leprosy [9]. the changes Lo the immune response induced by these
twe messures that could possibly explain the resulting protective effect have yet to be lnvesti-
gated in detail. In the present work, a prospective study was conducted to asiess the impact of
BOG vaccination and index case treatment on the ex vivo frequencles of CD4™ and CDE T
cells respomsive to M. [eprae specific and shared mycobacterial antigens. The patterns of the
cytokine/chemakine responses of the peripheral blood mononuclear cells (PEMC) stimulated
in vitro with the same antigens were also studled. A better understanding of the mechanlsms
resgponsible for the BOG-conferred protection agalnst le prosy and the down modubstion of the
M. leprae-gpe cific immune response by the overexposure to lve baciera among leprosy con-
tacts could contribute to defining the biomarkers of protective immmun ity agsinst myoobacteria
and lead o the development of better and mone effective vaccines

Methods
Ethics statement

Eihical approval of thisstud y was obtained from the Oswaldo Cruz Foundation Com mittee
for Ethlcs in Research, Pardclpants were informed about the study objectives together with the
required amount and kind of samples. Wrltten and Informed consent was obtalned from
study participants before enrollment.

Recruitment of household contacts

A total of 16 household contacts of mulibaclery leprosy patients {HCMB) with an average
age of 37 £ 13 years, consisting of 11 fernales and 5 males under survelllance at the Souza Ara-
itjo (Flocruz) Ouipatient (linle (Reference Center for Leprosy Diagnoss and Treatrment,
Oswaldo Crue Foundstion (FIOCRUZ), in Rlo de Janelro, R], Brazi, were enrolled in the
study. All participants resided in the State of Rlo de Janelro, which, in 2003, had 2 new leprosy
cage detection mte of 736/100 (00 individual. HCMB were assessed for the presence of a BCG
scar and the absence of dinical signs and sym ptoms of leprosy via routine examinations (der-

matological, neurclogical, and/or physotherapeutic asesame nts ). Serology was carrled out via
ML Flow or ELISA for detectlon of ant-PGL-T Igh. HOMB recelved 0.1 ml of BOG [Ataulpho
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de Palva Foundation, Rio de Janelro, R], Brazll) intra-dermally in the deltold reglon of the arm
at ahout one-third down the upper arm over the insertlon of the deliold muscle [20].

M. lepraewhole-cell sonicate and synthetic peptides

Irradiated armad llo-derived M. leprae whole cells were probe sonicated with a Sanyo sonica-
tor to 95% breakage. This material was provided by the NTH/NIAID *Leprosy Research Sup-
port” Contract NO1L AT-2540% from Colorado State University (USA) (These reagents are now
avallable through the Blodefense and Emerging Infections Research Resournces Repository
Hated at hittps-/www bel resources org \Catal og antlgen/ NB- 19330 aspe

Synthetle peptides of 15 amine acds corresponding to cass I M. lepras-specific epltopes
were prodoced by Peptide 2 0Ine. (Chantilly, VA, USA] For the present study, 13 HLA class
I-restricted, M. leproe-specific peptides [p38, p51, p56, p5%, pas, pe?, pal, p7 L phs, p91, and
PO2 (10 pg'ml each )] of 15amino aclds were combined and used a5 a pool for culture stimuks-
tion. These peptides correspond to M. leprae e pitopes that share any orlow similarity with
BCGand are referred to as M. leprae specific in this study. They were previcusly tested for the
induetion of IFN-7- In the PEMC of leprosy patlents and thelr contacts, and of heal thy con-
trols in both endemlc and non-endemic aress for leprosy. Only responses in leprosy patlents
and Inhealthy individuals exposed to M. lgprae were observed, lnd kcating that they specifically
detect individuals infected with M. leprae [21].

PBMC isolation and stimulation

Perlphe ml blood mononudear cells (PBMCs) obtalned from heparinized blood were lsolated
using Flcoll-Pague (GE Healthcare Life Sclences Plitsburgh, PA, USA) and resuspended in
ATM V e dium (Invitrogen, Grand Iland, NY, USA) suppleme nted with 100 U/l peniclllin,
W) iegyenl stre ptomyeln, and 2 mb L-ghitasdne {Sigenas Chemleal, St Louls, MO, USA)L
PBMC froe esch individusl were seeded 2t 2 x 10° cells perwell and stirmulste d with astl-
CD38 [ 1pg'enl] and an t-CD4%d monodonsl antibodies [1pgiml] (BloLegend, San Diego, CA,
USA) plus armod llo-derived M. leprae cell sonicate (20 pgimI), M. lepras-specific peptides
[10yeg' mal each |, or staphococcal enterstoxin B (SEB, 1pgiml; Sigma) fra period of & hrs
before the Bow cytometry analysis. Proteln transport inhibitor (Breieldin A—BD, San | ose,
CA, USA) was added durlng the kst hour of incubation. In parallel, 2 x 107 cells were seeded
inn 96-well plates and stimulated with the M. leprae cell sonlcate (20 pgiml), M. leprae-specific
peptides {10 pgiml each), or SEB (1pg'ml) for 5 days. Supernatants were collected and imme-
diately stored at -20°C untll use.

Flow cytometry

After ag-hroulture, the cell populations were stained with alive/dead fixable violet dead cell
stain kit (Tnvitrogen, Carkbad, CA, USA) for distinctlon of dead cells according to the manu-
facturer’s instructions, and the followlng monodonal antibodies were used: anth-hCD3-V50,
antl-WCDM-PerCP, antl-hCDE- Alexa 7, antl-hCDa- APCCy-7, antl-hCDASRO-PECY?, or
CDASRA-PECYT [/ antl-hCD&2L (BloLegend, San Diego, CA and BD blose lences San Jose,

CA, EUA). Flow cytometric analysis was perfy msed ugng a FACSArk Ilu flow cytometer (BD
Blosclences) and the Flow]o software verdon 7.5 (Flowlo LLC, Ashland, OR, USA)

Measurement of inflammatory mediators
A multiplex blometrlc immunoassay contalning fuo resce nit-dyed microspheres conjugated
with a monodoral-specific antibody for a target proteln was used for messuremnent of
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in flarn atory mediators according to the manufacturer's Instructions {Blo- Flex Pro Human
Cytokine 17-plex Assay; Blo-Rad Inc., Hercules, CA, USA). The med kators measured were: [L-
1 IL-2, 114, IL-5,1L-6 IL-7, TL-8, IL- 10, IL-12 (pA), IL-13,1L-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-,
MIP-15, IFN-7, and TNF msediator levels were determined by a multiplex aceay reader from
the Lurninex Instrumen tation System (Bio- Plex Workstation from Bio-Rad Laboratofes,
Inc). Amalyte concentration was estimated acconding to the standand curve using the Bio-Flex
Mamager software provided by the mamufacturer. Values of unstimulated cultures were dis-
courited from all stimuli.

Statistical analysis

Graphs were created udng the GraphPad Prisen 5 software (GraphPad Software, La Jolls, CA,
USA), and the paired nonparametric Wilooxon test wasutilized to perfomm statistical analyses
A pvalee of 5% or less was considered significant. Medians were compared by elther the Wil-
oo Signed Rank Test (for palred groups) or the Mann-Whitney Test (for unpaired groups].
For assoclation analyses, Speanman’s Rank Correlatio ns Co efficlent with the Bonferrond cor-
rection of the fam ly-wise error rate wasadopted. Multvarlate pncipal component analysks
(PCA) was perform ed for dime nsdon reduction and vissalization wsing the B verdon software

112235

Results
Epidemiological data and study design

A prospective study was conducted in HOMB to evaluate the Impact of BOG vacclnatlon and
interruption of perdstent exposure tolive M. leprae by treating thelr index case on the ex vive
innnune response to the pathogen. Blood was collecte d from the HCMB for comparative eval-
uwation at the outset of the MB leprosy index cage trestment prior to BOG contact vaccl nation
(T0) and at least & mwonths after the beginning of treatrent (T1; Fig 1). The BOG vaccine was
administered to contacts acoording to their vaccination history. Asshown in Table 1, 13 out of
the 16 HCMB were vaccinated at TO, 5 of whom recelved thelr fist BCG dose and 8, asecond
dose due to thelr BOG scar. Three did not recelve the vaccine at Tl 2 had previousy recelved
two doses (presence of 2 BCG scars), and the third, with no BCG scar, was suspected of lep sy
and not vacclnated However, this particular HCMB did not become 11 during follow up. Ten
HCMB were found to be seropositive to antl-PGL-1. However, no correlatio n between sero-
postivity to PGLL and index case Bl was observed (Table 1).

Index case treatment and BCG vaccination increase ex vivofrequencies
of CD4* cells specific for M. keprae-specific antigens

Exposure to pathogens i followed by the generation and persiste nce of memary T cells, which
can provide long-lasting protection agains these same pathogens (25). The lmpact on index
case treatrment and BOG vacdnation in M. leprae-responsive T cell frequencles in perpheral
blood was evaluated by detectingthe T cells expressing the early ac tivatlon antigen CDé%
{CDe9™) in response to short-term in vilro stimulation with M. leprae-specific antigens. To
arulyze the frequency of central memory CDM™ T cells (TCM) and effector memory CD4™ T
cells (TEM) respongive to M. leprae, the gate strategy shown in 51 Fig was applied. This anaby-
a5 was performed in 12 HCMB PEBMC from this group were stimulated with two antigen
preparations: ) a M. leprae cell sonicate, which is a complex antigen mixture that is mostly
shared with BCG; and i) a pool of synthetlc M. feprae-specific peptldes correspond ing to HLA
class [l-restricted epliopes. Regardlessof thelr BOG vaccination status, almost all HCMB
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showed an increased frequency of CDM™ TCM responsive to the M. leprae cell sonlcate at T1
{10 out of the 12 contacts) (Flg 24 and J8). In additon, eflector memory CD4* TEM respon-
sve to M. leprae frequencles increased in 8 out of 12 HCMB at T1 (51 Fig). Moreower, when
analyring CDE T cell frequencles, a significant Inerease was detected in the CDA* TCM
regpansive to M. lepragat T1 (7 out of the 12 contacts) (Fig 2C and 207, Interestingly, the
increase in CD4 and CD8 TCM frequencles was observed even in those HCMB in which the

Tabia 1. Epidemiclogical data of MB leprosy patient house hdd contacts

Contact Age [years) st first Neonatal BCG  |(BCG IgM antibodiles | Clinical formof | Time interval between first
Idantificaf on examination | vaccination vaod nation at against PGL- the index case and sscond avaluation
TO [1:]] (mcnthes)
1 52 na yaE ragalie BL/4A 22 man e
2 a8 ] yas nagalive BL/38 & ranilfe
3 41 1] yas posilive BL/36 & manthe
4 52 o yas nagative LL/5S & manthe
-] 29 2] yas nagative LL/58 12 ranhe
& 41 Yo yas e gl LL/&S 26 man e
7 25 i yas ragalive LL/8 28 ran e
] 48 e yas posilive LL/48 12 ranhe
-] 63 i yas nagative BL/38 12 ranhe
L] 19 e yas prosilive LL/5S 20 manhe
i1 48 i yas pasifive LL/ES 10 mane
12 28 e yas nagalive LL/48 17 ran e
13 a8 i yas posilive BL/2.0 & manthe
14 43 o 1] posilive BL/48 21 monihe
15 19 b ] nagative BL/35 & manihe
16 20 Yo na e gl LL/&S & manths

Abbymviaions: LL, Lepramatous Lspramatous; BL, Bardeding Lapnomatous; LB, ibgadshmic bacllary index of siin hesion;

Tl indicat e the baginning of index Ghse treaiment and pdorio BOG vaotinaBor; and T1 ndicatés the end of index case trest ment and afer BGG

it fan.

1 g i i 13 Souanrel e OO0SSR0 9000
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Fig2. Frequendes of mem ay CO4" and CDE" T cells responsive [CDES") to M. laprae oell sonlcaies in
housshold contacts of multibacillary leprosy pasients (HCMB). Frequencisol centmland effectar
rarmosy GO TA) and CDEC) T calls axpressing CDES in maponse o B-hour i vitro imu s fon with M.
Iprae ol soncale ol T and T1. Bach black cechs sprasents one HCMB. Tha red lines repssent $a madan
walues & he diffenent ma poinis. Individual mphooyte equences of cen il memory CO4™ CDE8" T oals
{B) and card sl rmarnary CDE® CDES T oels [D) aBerindex cass iaatrmant and BOG vacsinaSon of ha
HCME. Each bar mpresents a sngle contact ideniiied by e numberunder the bar. Orangs bars nep e Sent
oonlacts who recsived the BrstBCG dose at TO; md bas mpréesent e HEMB who mosived & second BOG
dobs @l T and e blus bas represant fha HCMEB who wené nol BOG vaotnaed o T n= 122 * p<0.05.

e <o 0. 1571 vl ol ENMDESSR R

Interval between the frst and second evaluations was 20- 26 months (HCMB= 1, 6,7 14). OF
niote, even HOMB who were not BOG vacclnated at TO (HCMB#14 and 16) showed Increased
frequendes of the CD4™ T and CDE™ T cells responsive to M. lgpras at T1. Mo correlation was
seen between individual requenclesto M. lgprae-respongve T cells and seropositivity to
PGL-T among HCMB at any time polnt.

The av vive frequendies of CDM™ T cells in the M. leprac-specific peptides are shown in Eig
A Tt is noteworthy that 3 sgnificant incresse in TCM and TEM CD4™ T cell frequencies in
regpanse to the M. leprae peptides was in evidence at T1. Interestingly, HCMB who did not
recelve a BOG vaccination at TO (HCMB#14 and 16) also showed increased CD4™ TCM (Eig
3B} and TEM frequencies (Eig 3C) in response to M. leprae-specific peptides at T1. There was
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Fig 4 Frequendies of COM* Toells responsive (C043°) i HLA Class B-restricted M. leprae- s ped fic epitopes in household contacts of
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no difference In response betwe en the posltive or negative HCMB to PGL-1antibodies; and
the frequencles of peptide-pool gpecific CDE™ T cells were below the detection limit.

Index case treatment and BCG vaccination increase the in witro levels of
pro-inflammatory mediators in response to mycobacterial antigens

Next, comparisons were made amaong the cytokine, chemokine, and growth factor levels
secreted in vifro by PEMC stimulsted with the M. leprae cell sonlcate or M. leprae-specific pep-
thdes at TO and T1 In the unstirmulated cultures, the levels of these blomarkers were elther
below or, in a few cases, just above the detection limdi. Al the individuals responded well when
thelr cells were cultured Lnthe presence of the superantigen staphylococcal enterotoxin B used
a5 a positive contral Among the 17 medbtors meeasred by a multiplex assay, a significant
incresse wasobserved at T1 in the proinflammmatory cytokines IL-1 fand IL-6 and the cheno-
kines MCP-1 and MIP-1f. Likewlse, a tendency toward higher levels of THF (p = L0F3), IL-17
{p=10.083), and IFN- v(P = L0983} (Fig 44) was demonstrated. Among the inflammatory
mediators, IL-17 and [L-1 f showed a positive correlation (R= 0.7 and p = .001) in response
to M. legprae ai Thand T1 and IL-8 production levels in all individual s were above the upper
detection Lmit. Indhidusl behavior of each HCMB In terms of secretion of these m ediators ks
displayed im 53 Fig. HCMB, whether vacelmated of not at TO (HCMB#14, 15 and 16), showed
increased levels of inflam matory medistors in response to M. lgproe at T1. The increment in
in flam matory medistors was observed even in those HCMB in which the interval between the
first and second evaluations was 20-26 months (HCMB= 1,6, 7, 1, 14). It & probable that 2
more condstent increase along with higher levelsof mediator production occurred anvong the
contacts recelving a second BCG dose at TO. Mo netheless, the diferences did not reach the
level of statistical significance (52 Fig). There was no difference In resp onse between HCMB
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Fig 4. Effector malecule levels increass in response o M laprae after index ¢ ase treatment and BCG vacdination of housshold contacts
of MB leprosy pasents (HOMB). Levels of effector maecules in supematants of §-day oultunes sSmulated with ML (A) ora poal of HLA Class Il
restriciad ML-spaclic syrihelic papSdes (B) were evalusted by muliphe sscays in supamatanis of 5-day cullures of panphasl Biood eulocyles of
HCMEB badoss [TO) and alier [T1 ) traabmant of | heirindex casasand BOG vaccnafion. Box plots show maedian, interquartie range, sample
nirirurm, and masodrmuem levels. Dots mpnesent individual donos. n= 16

hiees ol o 0. 137 1 fouimel grsd OOESE0 5004

anti-PGL-1 positive and negative individuak. In coltures stimuolsted with M. leprae-specific
peptides, only MCP-1 levels were suggestive of a more robust response (Fig 481

It was then declded to evaluate if the Increased levels of MCP-1, IL-1/,IL-17, IL -6, IFN- 7,
MIP-1p, and THF observed at T1 In response to M. lgprae would diferentiate TO from T1
when analyzed dmultanecusly. In the principal compone nt analyss (FCA), 76.9% of the total
varation in respornse to the 7 cytokines ¢ ould be narrowed down to 2 componenits. The fist

FLO S Naglacted Togical Di il o angf1 0. 13 pumalpoid O005860  IMay 3, 2017 a/18

104



' PLOS |

MEGLECTED

TROFICAL DISEASES Improwing specilic immunityin lepogy contacks

component accounted for a fall 62% of the total varktlon, coming dose to correspondlng to
the average standand bed log response to IL-1[, IL-& IFN-v, IL17, MCP- 1, TNF, and MIP-1f.
The second component was independent of the first, totallng 14% of the remalnlng variation,
with a close approximation to the average standardized log regponse to MIP- 15 and IL-6
(Lable 2). Together, these cytokines did not completely differentiate TO from T1. However, a.
greater heterogeneity in response at T was bund in contrast to the bomogeneity in response
at T1 (Eig 5), suggesting a trend toward separation.

Discussion

The curre ot study targeted HCMB, the group of ind ivldusls exposed to leprosyat the highest
sk of developlng active disesse. Two Bactors are known to decrease the risk of disease among
HCMB: i) treatment of the index case (patient) decreases exposure i lve M. fgprae 24); and i)
BCG vaccination[ 4], In the present prospective study, the impact of these two factors an the
HCMB immune response & mycobactedal antigens was investigated. The frequencies of the
peripheral blood memory T cells responsive to M. leprae and the levelsof infammatory media-
tors produced in M. leprae-stimulsted cultures amaong HCME were evaluated before and after
BOG vaccination and treatment of fuelr index cases.

O findings indicate changes in the HCMB immune response to mycobacterial antigens
that could acoount for thelr improved reslstance to developlng leprosy, as follows ) an
increase in the frequenc ies of memory CD4 and CD8 T cells respongdve to the M. lepras
whale -cell sonicate; i) higher frequencies of CD4™ T cells that recognize M. leprae-specific
peptides; and i) higher production levels of the inflammatory medlators IL1-f IL-6, 1L-17,
THEF, IFN-y, MIP1-R and MCP-1 by PBMCsin response to myoobacterial antigens. OF note,
the improved response against M. leprae antigens in HCMB seems to be a long-lasting effect,
since it was observed even afier two years of follow up. Moreover, an increment of these
parameters wasobserved even among contacts that did not recelve a BOG vaccine at TO, sug-
gesting that reduced exposure tolve M. lgprae in consequence of index cases treatment constl-
tutes an isyportant element in the enhanced immune resgponse witnessed in these ind vidusls

Table2 Principal component anal ysis.
Componant Eigenvalue O ffear esrvony Proportion Cunmd ative:
Companant 1 455 329 6273 &7
Conmpanant 2 098 0.44 1418 7891
Cormpanant 3 052 010 773 5464
Companant 4 043 007 827 8091
Companant 5 Lk 019 827 9618
Companant § 17 008 248 868
Cormpanant 7 09 A 134 100.00
Viarishie Component 1 Component 2
IFh-y 39 -0.23
IL-17 Lk ] -0.29
IL-1g 044 011
IL-8 041 030
MCF-1 037 0.07
MIF-18 028 070
THF Lk -051
Principal componant analysis of e ax vivo fespanss 1o M. lapras & TOand T1 [syloking evwel in M. lapme sl ted 5-day ol K s of
peripheral Bood heukocyles). NA, not applicable.
1o o0 1 371 el el NS0 SR
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Groups

PC2 (14.2% explained var.)

-2

.3
-l -2.4 00 2.0
PC1 {62.7% explained var.)
Fig5. Pattern of cyiokine response to M keprae becomes mone homogeneous after BCG vacoinationand index case Treatment. Pincpal
componanianalyss sooned values for companants 1 and 2. Longér vwacions fin brown ) indical & the cytokines thal meponded io M. pree. TO
samgies ang in saimon 1 = 18)and T in biue {n =1 §).
ik gL 157 o el XIS 0. S

Inerestingly, in HCMB, an increment inboth M. lgpras-specfic memory CD4™ and CDE
T cell Frequencies wasobserved at T1. CDM and CDE T cells have been implicated in the pro-
tective im mune response againgt mycobacteria [25] and might, therefore, account for the
imnprovermne nt in thelr protective response against leprosy. Moreover, the bordedine increment
in thelr IFN-yand IL-17 levels in respo nse to M. leprae observed at T1 podnits to the activation
of Thl and Thi7 T cell subsets, previously shown to be induced by BOG vaccination [26] and
i plicated in the protec tion agaimst mycobacterta [27].

An important finding in the present study was the incresse in CD4 T cells specific for M.
Ieprae specific epitopes not found in BOG. This result is in agreement with a previousstudy in
which inc reased levels of IFN-7 were observed in response to MMPL a M. leprae antigen not
shared with BCG, subsequent to contact vacclnatlon [ 26]. This could be the resul of the well-
known, non-specific “adjuvant” effect of BCG on the immune response recently shown to be
rpediated by inmate lmmune cell epigenetic modiAcations, reRred to 2 “tralned I ity™
[24]). Indeed, the increase in TNF, IL-1B, IL-6, MCP-1,and MIP-1f med bt typleally pro-
duced by monocytes supports the ldes of BOG -induced “trained immunity™ a5 a Thl/Thl7
heteralogous mediating mechanism of immune activation Bvoring disesse protection of HC
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of leprosy patlents. Other re pors have shown that most of these med lators are induced by
BOG vacclnation [30][31][32]. The phenotypic modificstion of lanate lemune cells by BOG
s been shown to last for st least one year after vaccination [26], an interval compatible with
the 6-26 month follow-up adopted in the presest study. This is also in line with the long-term
BCG protection effect against leprosy previoudy described [33].

The likely activation of Th1/Th17 T cell populations in conjunction with the simul tane ous
increment of the inflammatory cytokines/chemokines ( THF, IL-15, IL-6 MCP-1, and MIP-
1f) in response to BOG could explain the onset of pauchacillary leprosy (FB) ina small per-
centage of leprosy contacts afier vaocl ratlon [28][10][34] [35]. A simdler explanation could be
applied to the incidence of relatively high mumbe s of patients with Type 1 reactions among
the previously asymptonstic contacts who devel oped leprosy soon after BOG[35]. According
to Bagshawe et al, [34] the manifestation of PB leprosy afier BOG vaceination reflects the
potential of this vaccine to accel erate evolution to dinical disease in individusls who were
infected prior to or imm edistely after vaccination. In line with thishypothesis, Duppre etal.
[14] found that, for the most pant, vaccinated contacts contracted leprosy from MB index
caies, sugpesting that subdinical infection may become overt due to vaccination-induced
irnmune response activatlon. Moreover, Duppre et al [4] reported that the inddence of PB lep-
sy was highest durlng the first year of follow-up for the PGL-T-positive vacclnated contacts
in comparison with the PGL-1 negative ones. In the present study, however, no contact devel-
oped leprosy post-vaccimation dufng the 3-year follow-up. Likewise, there was no correlation
between the presence of PGL-1 antibodies and the specific immune response levels observed at
T1.In a future study, it maybe advisable to increase the sample size to more thoroughly evals-
ate the impact of antl-PGLI in the immune response to M. leprae among leprosy patient
oontacts,

Imvportantly, an Incressed cellular immune response to both specific-and -shared M. leprae
antlgens was also detected in the 3 contacts who dld mot recetve BCG at T0. This observatlon s
consigtent witha previows finding indicating an increase inthe PEMC proliferative response
to M. lgprae-antigenic preparations among HCMEB a full & months after initiating index case
treatment [12]. The aralyss of the immune response to M. leprae specific antigens of healthy
individuals with no history of howsehold contact with leprosy patients, but living in a hyperen-
derdc area for leprosy in Brazl, found high-level IFN-y responses ex vivo to M. lepraein all
the evaluated ind viduals from this group. In the same lovestigatlon, we observed a progressive
reduction in IFN-ylevels with increase of persistent exposure to M. leprae in asymptomatlc

infected individuals and leprosy patients [13]. Aliegether, these fiindings support the hypothe-
s that the contlmscus exposure to lve M. leprae induces down regulition of the cellular effec-

tor e une response againg the pathogen and that thisefect is reversed upon treatment of
the index case. This hypothesis is also supported by data indicating that leprosy incldence
decreases significantly among howehold contacts after three years of index case treatme nt
[24]). Tt isalso known that, even amang bousehold contacts, only asmall proportion of exposed
individuals eventually develop active disease [11]. Overall, the sum of these obse rvatlons sug-
gests that after the inlthlinfection, there are other yet unknown steps involved in te evolving
pathogenesis of leprosy.

Drata ace rued from previows and the present investigations showing enhancement of ex vivo
cell- iy unity parameters against M. leprae among HCMB after index cace treatment give
welght to the hypothesis that persistent exposure may facllitate the evolution of the infection
to active disesse by inhibiting the effector response in contacts. The negative modulation of
the effector immune response to M. leprie, a5 a result of continuousand prolenged stimulation
of the immune system by the pathogen elim inated by the Index case, ks a posslble explanation
for the known high rigk o f HCMB to evolve from tent Infection to the active d sease [ 15][358].
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M. leprae-specific regulstory T cells{ Treg) are a potentlal cause fbrihk down regulation of
the effector immune response seen in HCMB. The recent observation of In vitro inhibition of

Inmnune response to M. [eprae in lepromatous ke prosy by cells with Treg phenotyple charcter-
istics sup ports this ypothesis. The oon tinous exposure of the airways imemose system of the
HCMB to the live M. leprae serosols expelled by the MB leprosy patie nts may create conditions
that favor differentiation of M. leprae-specific Tregs, perlaps by sharng some of the mecha-
nisms inhibviting effector T cell generation in response to envimnmental antigens and noromal
e blome [317].

Tregs have been implicated in the pathogenests of cancer, autolmm une and Infectious dis-
eases a5 well as allergles. Therapeuthe Interve ntlon ln the Treg function has been successful in
st @ st tlo s, and could, together with index case treatrent, be atarget in the developm enit
of new and improved vaccimation strategies for leprosy prevention in populations heavily
exposed to leprosy. A deeper understanding of the medha nisms involved in the negative mod-
ulation of the immune response experienced by individuak pesistently exposed to M. leprae
mary contribute to designing toolsto more reliably identify infected individualsbefore there
areany cinical manifestations of the disease, which would bea sgnificant contribution towand
interrupting the chaln of transmilsson.

To our knowledge, this ks the first study demonstrating that index case treatment andfor
BOG vaccination of HCMB Induce activation of T cell dones that recognize M. lgprae specific
epitopes not shared with BOG. This activation may at least partially explain the well-known
protective effect of these measuresagaing disesse progression in HCMB

Supporting information

51 Fig. Gates straiegy for analysis. Afier distinction of dead cells by thelr area and helght
parameters, drglet cells were selected (A). The lymphocytes were determined via the 55C (side
scatter) and FSC (forward scatter) parameters; (B) The CDM™CD64™ and CDE CD6Y central
and effector memory T cells were determined with specific antibodies (C and D).

(TIF)

52 Fig. Frequencies of CD4” and CD8” effector memory T cells responsive (CD6%7) to M.
Ieprae (T 1-T0). Change in the individual freque ncies of e fector memory CD4™ (A) and CDE™
(B) T cells expressing CD6% in response to &-he in vifro stimo bation with a M. leprae sonlcate.
Eachbar represents a single contact ldentifled by the number under the bar. The orange bars
represent the contacts that recelved the first BOG dose at Ti; the red bars represent the HCMB
that recetved asecond BOG dose at Tl and the blse bar represents the HOMB not BOG vaced-
rated at T m = 12 per group.

(TTE)

53 Fig. Individual production of inflam matory medators in response to M. leprae. Super-
ruatanits from 5-day cultures of peripheral blood leukocytes stimulated with a M. lepriae sonicate
were evaluated using a Multiples asay ot TO and T1. T indlcates the beglnnlng of ln dex case
treatment and prior to BOG vacdmation. T1 indicates after BOG vaccinatlon and treatment of
the Index case. Bach bar represenits a sngle HCMB with number [dentification. The orange
bars represent the contacts that recelved the first BOG dose at Tik the red bars [dentify the
HCMB that recelved a second BOG dose at T and the blse bars, the HCMB that was not
BOG vaccinated at TO n = 16,

(TIF)
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