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Resumo

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae, de amplo
espectro clinico, que afeta principalmente a pele e os nervos. Apenas 5% dos individuos
infectados irdo desenvolver a doenca. Os pacientes apresentam diversas formas clinicas
associadas diretamente com a resposta imune, onde individuos do polo tuberculoide
apresentam vigorosa resposta mediada por células, com perfil predominante de citocinas Thl,
resultando na conteng¢do bacilar e individuos do polo virchowiano apresentam resposta imune
humoral, com producéo de citocinas Th2, que ocasionam a dispersdo bacilar. Embora estejam
descritas as respostas Thl e Th2 na hanseniase, varios aspectos da imunologia desta doenca
precisam ainda ser elucidados. A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina capaz de produzir
inflamacdo, indizindo quimicinas (CXCL8) e fator estimulante de coldnias de granuldcitos
(G-CSG), com aumento subsequente de neutrdfilos para o local na infec¢do. Tem papel
importante no desenvolvimento patolégico das doengas autoimunes e na infeccdo por
patégenos extracelulares, quando produzidas pelos linfécitos T helper. Nas infecgdes
intracelulares, como € caso das micobacterioses, a IL-17 atua na defesa nos primeiros
momentos da infeccdo, sendo produzida pelas células do sistema inato, como os linfocitos
Tdy. Este tipo de resposta imunoldgica ainda nao havia sido estudada na hanseniase e com
intuito de investigar o padrdo de resposta IL-17 em pacientes com hanseniase foi realizada
coleta de sangue periférico para avaliagdo da producdo das citocinas IL-17, IL-23 e IL-6 no
soro pela técnica de ELISA. Também foi avaliada a expressdo dos genes para [L-17, IL-23 e
IL-6 em bidpsias de lesdo cutinea pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativo (QPCR).
Este estudo teve como objetivo avaliar as citocinas relacionas a resposta IL-17 e comparar o
padrdo de resposta observado entre os pacientes dos pdlos tuberculoide, virchowiano e
individuos controles. Os resultados mostraram auséncia de deteccdo de IL-17 e IL-23 no
sangue periférico tantos nos pacientes quanto nos controles, porém IL-6 estava aumentada nos
pacientes virchowianos. Quando avaliados a expressdo dessas citocinas na bidpsia lesdo dos
pacientes de hanseniase, todas as formas clinicas apresentaram baixa expressdo de IL-17,
IL23 e IL-6 em comparacdo aos controles. Além disso, foi demonstrada correlacdo negativa
da expressdao de IL-17 e IL-23 com o indice baciloscOpico. Esta auséncia de IL-17 em
pacientes pode ser uma caracteristica constitutiva genética da hanseniase ou um evento
circunstancial induzido pela presenca local do patégeno, como um mecanismo de escape.

Palavras Chaves: Hanseniase, citocinas, Th17



Abstract

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, with a broad clinical
spectrum, which affects the skin and nerves. Only 5% of infected individuals will develop the
disease. Patients present with various clinical forms directly associated with the immune
response, where individuals that have the tuberculoid pole, presents a vigorous cell-mediated
response, with predominant Thl cytokines profile, resulting in bacillary containment and
individuals that have the lepromatous pole, presents humoral immune response with
production of Th2 cytokines, which cause bacillary spread. Although they are described Thl
and Th2 responses in leprosy, various aspects of immunology of this disease have yet to be
elucidated. Interleukin 17 (IL-17) is a cytokine capable of producing inflammation, indizindo
quimicinas (CXCLS8) and colony-stimulating factor granulocyte (G-CSG), with subsequent
increase of neutrophils to the infection site. Plays an important role in the pathological
development of autoimmune diseases and infection by extracellular pathogens, when
produced by T helper lymphocytes. In intracellular infections, as is the case of mycobacteria,
IL-17 acts in the defense early in the infection, being produced by cells of the innate system,
such as lymphocytes Toy. This type of immune response has not been studied in leprosy and
the aim to investigate the response pattern of IL-17 in leprosy patients was collected from
peripheral blood to evaluate the levels of IL-17, IL-23 and IL-6 in serum by ELISA. We also
analyzed the expression of genes for IL-17, IL-23 and IL-6 in biopsies of skin lesions by
polymerase chain reaction quantitative (qPCR). This study aimed to evaluate the IL-17 and
related cytokines response and compare the pattern of response observed among patients of
the tuberculoid pole, lepromatous and healthy subjects. The results showed no detection of IL-
17 and IL-23 in peripheral blood in as many patients as in controls, but IL-6 was increased in
lepromatous patients. When evaluated the expression of these cytokines in biopsy lesions of
leprosy patients, all clinical forms showed low expression of IL-17, IL23 and IL-6 compared
to healthy subjects. Moreover, negative correlation was demonstrated expression of IL-17 and
IL-23 with the bacterial index. This absence of IL-17 in patients may be a constitutive feature
of leprosy genetic or circumstantial event induced by a local presence of the pathogen, as an
escape mechanism.

KeyWords: Leprosy,cytokines, Th17
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ARTIGO DE REVISAO

Resposta imune na hanseniase: muito além de Thl e Th2

Immune Response in Leprosy: Thl, Th2 and beyond
Isabella da Motta-Passos' e Licia de Paula'?

1 Programa de Pds-graduagdo em Imunologia Béasica e Aplicada, Universidade Federal do
Amazonas, Manaus, Brazil
2 Fundac@o de Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta, Manaus, Brazil

Resumo

A hanseniase é uma doenga infecciosa complexa causada pelo Mycobacterium leprae
e influenciada por aspectos genéticos do hospedeiro. Apenas 5% dos individuos infectados
irdo desenvolver a doenca. Os pacientes apresentam diversas formas clinicas associadas
diretamente com a resposta imune. No entanto, o inicio infeccdo € primordial para o
estabelecimento ou ndo da doenca. Neste aspecto, o sistema imune inato tem papel
fundamental na retengdo da dispersdo bacilar, porém o M. leprae possui diversos mecanismos
de escape, que levam a sobrevivéncia deste patégeno no organismo. O entendimento da
resposta imunoldgica na hanseniase, tanto de cardter inato como adaptativo, ainda ndo estd
totalmente elucidado e é importante para esclarecer os mecanismos entre o hospedeiro e a
micobactéria e oferecer, futuramente, novos caminhos que auxiliem na prevengdo, no
diagndstico e no tratamento desta doenga.

Abstract

Leprosy is a complex infectious disease caused Mycobacterium leprae and influenced by the
genetics of the host. Only 5% of infected individuals will develop the disease. Patients present
different clinical forms directly associated with the immune response. However, early
infection is paramount to the establishment of the disease or not. In this respect, the innate
immune system plays a fundamental role in the retention of bacterial spread, but the M. leprae
has several escape mechanisms, leading to survival of this pathogen in the body.
Understanding the immune response in leprosy, both innate and adaptive, is still not fully
elucidated and it is important to clarify the mechanisms between the host and mycobacteria
and offer in the future, new ways to assist in prevention, diagnosis and treatment of this
disease.

Introducgao

A hanseniase é uma doenca infecciosa crdnica, sendo descrita desde 4000 a.c, nos
papiros do Egito antigol. Até meados de 1800 pensava-se que era uma doenca hereditdria,
devido ao acometimento de pessoas dentro de uma mesma familia. Por volta de 1860, o
médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen, suspeitou que a doenca fosse de origem
infecciosa e ndo somente devido as condi¢des hereditdrias. Para comprovar essa hipotese,

Hansen passou a isolar os doentes na enfermaria do hospital onde trabalhava ou em lugares
13



afastados da cidade e observou um declinio do nimero de casos entre familiares, sugerindo
que seria uma doenca de carater contagiosoz. A partir de entdo, Hansen comecou a trabalhar
examinando os nédulos de pacientes hans€nicos e em 1874 ele descreveu:

“... em todo tubérculo lepromatoso retirado de um paciente vivo... um corptisculo, que
se assemelha muito a uma bactéria, vivendo dentro das células; ndo em todas, mas em muitas
delas...””!

Estava descrito pela primeira vez, o que mais tarde seria chamado de Mycobacterium
leprae ou bacilo de Hansen.

Na hanseniase as caracteristicas clinicas do paciente estdo diretamente relacionadas
com a sua imunidade. A forma clinica tuberculoide (TT) reflete uma resposta imune celular
com contencdo do bacilo, caracterizada pela formacdo de granulomas -epitelioides.
Clinicamente apresenta-se como madculas hipopigmentadas ou placas eritematosas,
assimetricamente distribuidas pelo corpo, podendo ou ndo ocorrer dano neural®*.
Inversamente, a hanseniase virchowiana ou lepromatosa (LL ou LL) apresenta uma resposta
imune predominantemente humoral, sendo observada infiltracdo generalizada pelo tegumento,
onde podem ser encontrados nddulos e tubérculos, além do comprometimento de mdltiplos
troncos nervosos>. Dentro do espectro clinico da doenca, a hanseniase borderline é a forma
clinica que caminha entre os pdlos tuberculoide e lepromatoso e pode ser dividida em trés
subtipos: borderline tuberculoide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline lepromatosa
(BL)’.

A dicotomia Th1/Th2 estd bem descrita na hanseniase, como veremos a seguir, porém
ela ndo contempla todos os aspectos observados nessa doenga complexa, existindo ainda
questdes a serem respondidas que ndo se satisfazem com essa dicotomia: i) a susceptibilidade
observada em 5% da populacido exposta ao bacilo, que provavelmente estaria relacionada a
polimorfismos genéticos associados a imunidade inata nas mucosas ou a resposta celular na
pele; ii) a ocorréncia das formas clinicas ndo polares ou borderline; iii) a ocorréncia dos
estados reacionais, caracterizados pela exacerbacdo da resposta inflamatdéria frente aos
antigenos do M. leprae; iv) a influéncia de outros tipos de resposta imune adaptativas, como
as células T regulatdrias e outros tipos resposta T auxiliares.

Além das questdes citadas acima, uma incansdvel busca tem sido realizada a procura
de um marcador imunoldgico que auxilie na identificacdo de individuos na fase subclinica ou

na fase inicial da doenca quando baciloscopia é negativa. Nesta revisdo serdo abordados os
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aspectos da imunologia inata e adaptativa na hanseniase, enfatizando os mecanismos de

evasio do bacilo.
Aspectos imunologicos

Desde a época de Hansen ja se tinha no¢do de que o aparecimento da hanseniase se
deve a fatores genéticos (aparecimento da infec¢do entre familiares) e ambientais (condigcdes
socioeconOmicas desfavordveis). Posteriormente, com o desenvolvimento das técnicas
imunolégicas ficou claro que a imunidade do individuo também tinha um papel importante na
caracterizacdo das formas clinicas dos pacientes de hanseniase”.

Em 2001, Cole e colaboradores, sequenciaram o genoma do M. leprae e observaram
um grande numero de genes deletados e inativados (perda por mutagdo ou pseudogenes),
demonstrando que o M. leprae pouco evoluiu ao longo dos anos, ficando restrito a poucas
vias metabdlicas e ambientes especificos para seu crescimento’ ®’. Posteriormente, outro
estudo comparou a variabilidade genética de quatro cepas do M. leprae originadas do Brasil,
América do Norte, india e da Tailandia e relataram que elas eram 99,995% idénticas®. Esses
resultados sdo consistentes com a hipdtese que M. leprae se originou de um Unico clone,
ndo havendo diferenca entre as cepas, portanto ndao sendo responsdveis pelas diversas
formas clinicas da doenca®.

Rotberg, em 1938, especulava a presenca de um “Fator N” ou fator natural, que seria
responsavel pela resisténcia contra o bacilo, presente em 90 a 95% dos individuos adultos.
As pessoas ndo portadoras do “Fator N” seriam anérgicas e desenvolveriam a forma
lepromatosa ap6s infeccdo®. Ainda hoje, ndo se sabe ao certo a que se devem as varias
apresentacoes clinicas da hanseniase, mas estas sdo atribuida aos fatores genéticos do
hospedeiro, como polimorfismos de receptores e de citocinas, assim como coinfeccdo por
helmintos, que estimulariam a inducdo de resposta Th2 frente ao bacilo e as condicGes

1113 No entanto, se levarmos

socioeconOmicas, que afetariam a transmissibilidade do bacilo
em consideracao que o sistema imune possui vias redundantes, é provavel que a infeccdo se
estabeleca devido um conjunto de fatores ausentes na resposta ao bacilo e ndo a um fator

determinado somente.
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Resposta imune inata

O bacilo de Hansen, que possui rota de entrada pelo trato respiratério e
excepcionalmente por lesdo em pele, é recebido por macréfagos e células dendriticas, que

1415 Nesta etapa inicial do

possuem capacidade de fagocitar e apresentar seus antigenos
contato que, provavelmente, serd determinado se o individuo eliminard completamente o
bacilo ou desenvolverd a doenga. Existem trabalhos demonstrando que o M. leprae é capaz de
modular a resposta imune no inicio da infec¢do atuando em diversos mecanismos imunes,
incluindo alteracdes com os receptores de reconhecimento do patdgenos e escape das vias

microbicidas.
Citocinas da resposta inata

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células que participam da resposta imune e
levam ao estado de alerta para outras células. Elas estdo presentes desde o momento da
entrada do patdgeno no hospedeiro e regulam funcdes vitais para eliminac¢do da infeccio ou
persisténcia do patdgeno.

Um estudo realizado por Sinsimer e colaboradores demonstrou que nas primeiras horas
de interacdo entre os mondcitos de individuos sauddveis e o M. leprae ocorre a produgdo de
niveis muito baixos ou até mesmo ausentes das interleucinas IL-1, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12
e fator de necrose tumoral (TNF—a)m.

Outra via importante, que parece estar ausente na imunidade inicial a essa micobactéria
¢é associada a presenca de citocina IL-17. Esta citocina é capaz de produzir inflamagdo,
induzindo quimiocinas (CXCLS8) e fator estimulante de colonias de granulécitos (G-CSQG),
com migracdo subsequente de neutrdfilos para o local na infecgﬁo”. A IL-17 teria carater
inato e atuaria na regido de mucosa inibindo a disseminacdo bacteriana, assim como

1820 Foi recentemente demonstrado que em

observado em outras infeccdes intracelulares
indiviuos com hanseniase cronica hd baixissimos niveis de IL-17 e citocinas relacionadas,
sugerindo um efeito imunomodulador por parte do M. leprae ou uma deficiéncia genética do
hospedeiro (Motta-Passos: submetidos para publicacio).

Juntos esses dados sugerem que no primeiro momento a reagdo dos

mondcito/macréfagos € inata e ndo depende da polarizacdo Thl ou Th2.
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Receptores de reconhecimento do patégeno

Para que ocorra a produgdo de citocinas € necessdrio primeiro que o patdgeno seja
reconhecido pelas células do sistema imune inato. O M. leprae é reconhecido por diversos
receptores presentes nas células de defesa. Os mais descritos sdo os receptores do tipo TLR
(Toll like receptors). Existem diversos tipos de receptores TLR em humanos que reconhecem
estruturas de diferentes partes de patdgenos. Krutzik e colaboradores®' estimularam células do
sangue periférico de pacientes e controles com M. leprae e observaram a expressdo de varios
integrantes da familia TLR, TLR1 ao TLR10, constatando o aumento da expressdao de TLR1 e
TLR2 nos pacientes (Figura 1A). O mesmo trabalho demonstrou que as células dendriticas e
macréfagos de pacientes com hanseniase TT apresentavam significativamente mais TLR1 e
TLR2 em suas superficies quando comparados aos pacientes LL. Os TLR1 e TLR2 podem
formar heterodimeros que ativam a via vitamina D dependente e a transcricdo de genes de
citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-12, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon
(IFN-y), quando estimulados pelo antigeno triacil-lipoproteina (19-kDa e 33-kDa) e a

21-24

lipoproteinas MMP-II (major membrane protein-I1I) do M. leprae™ . No entanto, tem sido

descrito que IL-4 produzida durante a infeccdo diminui a expressdo dos TLR2 nos
mondcitos™ e a IL-10 suprime a produgio de IL-12%%7,

Diversos estudos detectaram polimorfismos nos genes dos receptores TLR1 e TLR2.
Malhotra e colaboradores associaram polimorfismo na proteina Arg677Trp do gene TLR2 ao
p6lo lepromatoso da hanseniase, em individuos nascidos na Korea®. Posteriormente,
observou-se que esses pacientes com este polimorfismo apresentam defici€éncia na ativagdo do
fator de transcri¢do NF-kB, diminuindo a produc¢do de citocinas IL-12, IL-2, TNF-a e IFN-y,
porém aumentando a produgio de IL-10, citocina inibitéria da resposta celular®. Outro estudo
demonstrou polimorfismo em trés SNPs também do gene TLR2 associado aos pacientes que
apresentavam reacdo reversa na Etiépia”. Além disso, o polimorfismo no gene TLRI1
(T1805G) em pacientes de hanseniase no Nepal demonstrou relagdo com distirbio regulatério
da resposta imune inata, de modo a diminuir a producdo de IL-1p, IL-6 e TNF em células
mononucleares do sangue periférico quando estimuladas com M. leprae®".

Outros integrantes da familia TLR também sdo descritos na imunidade contra M.
leprae. O TLR6 e TLR2 sdo expressos na membrana de diversas células do sistema inato e
também sdo capazes de formar heterodimeros para o reconhecimento de lipopeptideos
bacterianos. Na hanseniase o TLR6/TLR2 induzem a formagdo de corpusculos lipidicos em

macréfagos infectados pelo M. leprae (Figura 1B). Estes constituem sitios intracelulares para
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a sintese de eicosanoides (PGE;), que por sua vez, sdo capazes de imunomodular
negativamente o aparecimento da resposta Thl 2 Outros estudos confirmam que produgdo de
PGE, em pacientes LL suprime a resposta Th1™*.

O receptor envolvido no reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, o
TLR4, estd associado a identifica¢do principalmente de bactérias gram-negativas. O M. leprae
ndao possui LPS na sua membrana, mesmo assim, foi observado diminuicdo de citocinas
inflamatorias (IL-1f e IL-6) em culturas de mondcitos quando expostas ao M. leprae e LPS
juntos em relacdo a exposi¢do somente ao LPS™, sugerindo interferéncia na fun¢do do TLR4.
Além disso, 0 mesmo grupo observou que polimorfismo de 2 SNPs (G896A e C1196T) no
gene TLR4 estd associado 2 protecdo contra a hanseniase na populacio da Etiépia™,

Os estudos relacionados com receptores de reconhecimento de patdgenos no ambiente
intracelular na hanseniase sdo escassos. O TLR9 é um representante desses receptores
intracelulares que se liga a motivos CpG DNA ndo metilados bacterianos e virais. Este
receptor € descrito no reconhecimento e geragdo de resposta imune inata em infec¢des por M.
tuberculosis, M. bovis e M. avium™™, sugerindo um papel importante também na infecc¢io
pelo M. leprae. Ja os receptores NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization domain
containing 2) presentes em macrofagos, mondcitos e células dendriticas, reconhecem
derivados de peptideoglicanos (muramyl dipeptideo), porém sua relacdo com a hanseniase se
restringe a estudos genéticos e ainda ndo foi descrita sua expressdo entre as formas clinicas na
hanseniase. Foi observado recentemente que polimorfismo no receptor NOD2 na populacio
chinesa € associado a susceptibilidade a forma multibacilar’® e na populacdo do Nepal é
associada a susceptibilidade a hanseniase per se e a estados reacionais™ .

Os macrofagos tém papel fundamental na defesa do hospedeiro contra essa
micobactéria. Eles expressam CD209 que € uma lectina do tipo C, também conhecida como
DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin)
que possui um dominio de reconhecimento de carboidratos e é capaz de se unir a parede do
M. leprae através do lipoglicano ManlLAM (mannosylated lipoarabinomannan). Esse

reconhecimento induz posterior fagocitose de micobactérias™*!

(Figura 1E) No entanto, a
expressdo de CD209 no local da les@o é observada de forma similar em todas as formas da
hanseniase™>. Outra lectina tipo C, CD206 ou receptor de manose, presente em macréfagos
maduros, se liga a lipoarabinomanose (LAM) presente na parede micobacteriana, ndo sendo

capaz de induzir inflamacdo através de TNF-o'**.
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Portanto, os receptores de reconhecimentos do M. leprae podem ter uma disfungdo
genética primdria, relacionada a polimorfismos, ou sofrerem interferéncia de mecanismos de
escape proprio do M. leprae, até o momento em processo de investigacdo. Supdem-se que
esses fatores teriam importincia na patogenia da hansenfase por influenciar na supressdo da

resposta inata de ativacdo e alertas das células no inicio da infec¢ao.

Sistema complemento

O sistema complemento também atua na imunidade contra o M. leprae. Tyagi e
colaboradores™ realizaram estudos com pacientes de hanseniase e observaram que o sistema
complemento pode ser ativado por imunocomplexos isolados do soro desses pacientes. Além
disso, o bacilo integro € capaz de induzir a opsonizagdo por fragmentos de C3 e ser
reconhecido por receptores de complemento CR1 e CR3 presentes em células dendriticas e
macréfagos, levando a fagocitose (Figura 1C)™. Posteriormente, estudos mostraram que C3 e
anticorpos IgM ligam-se ao glicolipideo-fendlico I (PGL-1) e promovem a ativagdo da via
classica e alternativa do complemento, assim como induzem fagocitose (Figura 1D)*.
GOMES e colaboradores’’ demonstraram aumento da capacidade hemolitica do soro pela
ativacdo do complemento em pacientes LL, indicada pelo consumo das fracdes C3 e C4 no
soro desses pacientes. Além disso, Callegaro-Filho® observou que C3 ativado coestimula
células T através da proteina reguladora do complemento, CD46, um processo conhecido por
participar na diferencia¢do de células T reguladoras por meio da indugdo de IL-10, uma
citocina antinflamatoria. Estas observagdes sugerem outro mecanismo de evasdo da resposta
imune, em que o M. leprae, pode subverter a imunidade natural para provocar uma resposta

adaptativa que favorece a sobrevivéncia bacilar.

Mecanismos microbicidas relacionados ao M. leprae

Apbs essa etapa de fagocitose, o M. leprae € processado no citoplasma da célula.
Estudos demonstraram que os pacientes de hanseniase apresentam vias fagociticas
diferenciadas. Os pacientes LL expressam mais genes relacionados a via de oxigénio reativo
ou via do 6xido nitrico, enquanto os pacientes TT induzem genes relacionados a via vitamina
D dependente, que por sua vez, produzem peptideos antimicrobianos, como a catelicidina®.
No entanto, recentemente foi descrito que os pacientes de hanseniase como um todo,
apresentavam produ¢do diminuida de catelicidina em relagdo aos controles, o que poderia
corresponder a um mecanismo de escape desta micobactéria ou estar relacionada a diminuigdo

da exposicdo solar e hipovitaminose D. Além disso, vérios estudos reportam polimorfismos
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no receptor de vitamina D 7.

Entretanto, alguns resultados conflitantes devem-se,
provavelmente as diferencas nas metodologias empregadas, conforme ressaltado por Cardoso
em recente revisio'”.

Sumarizando, percebe-se que seria vantajoso para o M. leprae ser reconhecido e
fagocitado por macréfagos e células dendriticas, pois ele conseguiria escapar dos mecanismos
microbicidas, por meios ainda nao elucidados, e permanecer no meio intracelular longe das

respostas imunes humorais.

Moléculas apresentadoras de antigenos do M. leprae

Quando o M. leprae ndo consegue se evadir da via fagocitica ele pode ser apresentado
para os linfécitos T por dois mecanismos distintos. O primeiro seria através da apresentacio
classica, via HLA (Human Leukocyte Antigene), onde esta molécula polimérfica seleciona e
apresenta peptideos antigénicos aos linfécitos T. Diversos autores descrevem peptideos que
sdo capazes de se ligar a fenda do HLA classe I (HLA-A, -B e —C) e/ou classe II (HLA-DR, -
DP e DQ) e sdo apresentados por macréfagos ou células dendriticas aos linfocitos T, sendo

3538 Muitos

potenciais candidatos para servir como ferramentas de diagndstico imunolégico
desses peptideos sdo capazes de induzir a producdo de IFN-y e ativar resposta celular, mas
ttm a desvantagem de apresentar reacdo cruzada com outras micobactérias ou de ndo
conseguir induzir resposta celular em todas as formas clinicas da doenca (geralmente induz

em pacientes TT, mas ndo em LL)S()'61

. Além disso, foi descrito aumento de expressdo de
HLA classe II DR em pacientes de hanseniase tratados com poliquimioterapia em relacio aos
pacientes nao tratados®®. Esses dados sugerem estimulacdo das células apresentadoras de
antigenos com a liberagdo excessiva de antigenos de bacilos mortos durante a terapia ou
supressdo ativa do HLA pelo M. leprae.

O advento da Biologia Molecular possibilitou estudos relacionados aos polimorfismos
genéticos das moléculas de HLA, onde tem sido demonstrada a importancia do HLA-DR-DQ,
cujos genes revelaram maior associagdo com a hanseniase no estudo de Genomewide
Association (GWA)*®. O HLA-DRBI*#04 é descrito como gene protetor para a hanseniase®®°,
enquanto o HLA-DR2 e HLA-DRBI*15 possuem forte associacdo com a susceptibilidade a
doenca per se ou a uma das formas clinicas, em diversas populagées63 6770,

O segundo mecanismo de apresentacdo de M. leprae ao sistema imune do hospedeiro
ocorre através das moléculas CD1, as quais apresentam antigenos com caracteristicas
glicolipidicas para ativar os linfécitos T. Componentes da parede micobacteriana como o
dcido micdlico e LAM sdo descritos como potenciais antigenos para essa via de
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apresentacao

. Na hanseniase, pacientes TT apresentam maior expressao da molécula CD1
no local da lesdo, em comparagdo aos pacientes LL™", Sieling e colaboradores’® cultivaram
PBMC de pacientes junto aos antigenos lipidicos do M. leprae e M. tuberculosis e observaram
que os pacientes LL. ndo respondem a esse estimulo, enquanto os pacientes TT respondem
somente aos antigenos lipidicos do M. tuberculosis.

Provavelmente, a ineficicia da apresentacdo dos antigenos do M. leprae, tanto pela via
HLA quanto pela via CDI1, resultaria no atraso da ativacdo da imunidade adaptativa e

consequentemente na ativacao dos macréfagos infectados acarretando dispersdo bacilar nesses

pacientes.

D
C3 A em
| =

Via l A
Alternativa Via C

Classica @ B
CR1 CR3 .

E arysy
- TLRE TLR2

-
WA 0 ] —
02%® T

T . Ativacao de fatores
~
- de transcricdo
Vias microbicidas Expressao de citocinas
inflamatorias e quimiocinas
Macrofago

Figura 1 - Esquema representativo da resposta imune inata na hanseniase. A) Macréfagos sdo
capazes de reconhecer M. leprae através dos TLR1 e TLR2 e como consequéncia produzem
citocinas do padrdo Thl. B) Os TLR2 e TLR6 também reconhecem o M. leprae estdo
envolvidos na formacdo de corpusculos lipidicos, que por sua vez, induzem a sintese de
eicosanoides C) A proteina C3 do complemento é capaz de se ligar ao M. leprae e em seguida
ser reconhecida pelos receptores do complemento CR1 e CR3, induzindo a fagocitose. D)
Além disso, a proteina C3 desencadeia a via alternativa do complemento. A via cldssica é
iniciada quando os anticorpos IgG ou IgM (IgM anti-PGLI, por exemplo) se ligam a
superficie da micobactéria. E) Os receptores CD209 e CD206 sdo capazes de se ligar aos
lipoglicanos ManLLAM e LLAM, respectivamente, presentes na parede do M. leprae e induzir a
fagocitose a ativando as vias microbicidas de eliminacao do patégeno.
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Resposta imune adaptativa

Quando o patégeno consegue se evadir da resposta imune inata e permanecer no
hospedeiro, o sistema imune langa mdo da resposta adaptativa, que viria para reforcar, de
modo mais especifico, a batalha contra este patégeno. A hanseniase é uma das poucas
doengas onde o mesmo patégeno, no caso o M. leprae, consegue estimular nos pacientes
diferentes tipos de resposta adaptativa. Porém, ainda nio se descobriu qual o determinante,
seja ele de cardter genético e/ou imunomodulador, que discrimine qual via do sistema

adaptativo o individuo infectado ird seguir.

Dicotomia Th1/Th2

A persisténcia do M. leprae no interior dos macréfagos estimula primeiramente uma
resposta de contengdo do bacilo no microambiente da infec¢do, que é caracterizada pela
formacdo de células epitelioides, células gigantes e consequentemente, formacdo do
granuloma, representando assim uma reacdo de hipersensibilidade do tipo IV ou tardia,
observada em paciente TT. Diferentemente, pacientes LL. ndo conseguem gerar uma reacao
imune celular adequada para destruir o M. leprae, devido a anergia especifica das células T,
ou seja, os linfécitos T CD4" nestes pacientes seriam irresponsivos para o M. leprae, fazendo
com que o bacilo prolifere, consequentemente aumentado a carga bacilar’’.

Dessa maneira, o pdlo tuberculoide é caracterizado pela forte resposta celular, com
formagio do granuloma. Estudos imunoistolégicos revelaram que os linfécitos CD4 " estdo em
justaposi¢io com macréfagos no centro do granuloma e os linfécitos CD8" restritos a
periferia. A propor¢do de linfocitos CD4*/CD8" encontrada nas lesdes de pacientes TT € de
1,9/1®, Em contraste, no pélo lepromatoso ocorre formagio de infiltrado difuso, composto
por histidcitos e macréfagos de aparéncia espumosa, também conhecida como células de
Virchow”*°, Além disso, observa-se uma inversao desses subtipos celulares de linfécitos T,
onde a presenga dos linfécitos CD8" é predominante, com proporgdo de CD4"/CD8™: 0,6/1
(Figura 2)81.

Essa diferenca entre subtipos de linfécitos T € direcionada pelas citocinas produzidas
no local da lesdo. Estudos que avaliaram a expressdo de citocinas na formas TT mostraram a
predominincia das citocinas IL-2, IL.-12, IL-18, TNF-a e IFN-y, caracterizando esse p6lo com
resposta celular do tipo Thl. Na forma LL observou-se a presenga de resposta humoral, com
produg@o de citocinas do padrdo Th2, tais como, IL-4, IL-5 e IL-10 (Figura 2)%%,

Além disso, € observada a presenca predominante de anticorpos em pacientes LL,

caracterizando-os com uma resposta predominante humoral. TOUW e colaboradores®,
22



demonstraram a presenca de altos niveis de anticorpos IgM e IgG contra o bacilo integro em
pacientes lepromatosos. Outros estudos identificaram um anticorpo IgM contra PGL-I,
componente de parede celular do M. leprae, podendo ser encontrado em tecidos, no sangue e

na urina de doentes multibacilares®®’.

Resposta T regulatoria

Recentemente foi descrito um terceiro tipo de resposta adaptativa na hanseniase, gerada
por linfécitos T reguladores ou Treg. Essas células constituem cerca de 5 a 10% das linfécitos

CD4" no sangue periférico, sendo caracterizada pela expressdo de CD25""

e pelo fator de
transcricdo Foxp3 (Forkhead box P3) descritas tanto no sangue periférico como no local da
lesdao. No sangue periférico as células Treg encontram-se elevadas em pacientes TT e
diminuidas em pacientes LL e em estado reacional ENL (Figura 2)*. No tecido, a
imunistoquimica revelou a presenca de FoxP3 positivo em 95% dos casos de hanseniase
estudados, sendo a sua distribuicdo nao relacionada a drea granulomatosa. Entre as formas
clinicas da doenga, ndo houve diferenca estatistica da presenca de FoxP3, mas esta novamente
encontra-se diminuida em pacientes em estado reacional ENL®. Apesar da resposta Treg ja
ser descrita na literatura desde década de 90, somente agora ela comecou a ser estudada na

hanseniase e ainda faz-se necessdrio um aprofundamento neste aspecto para delinear o seu

verdadeiro papel na patogénese da doenga.
Consideragodes Finais

O M. leprae afeta milhares de pessoas no mundo, desde 4000 a.c. e apesar do longo
tempo de sua existéncia, este micro-organismo nao evoluiu. Entretanto, isso ndo
comprometeu a sua persisténcia até os dias atuais, representando um grande problema de
saide publica ainda nos dias atuais. Ndo se sabe ao certo o que acontece nos primeiros
momentos da infec¢do entre o sistema imune inato e esta micobactéria que culmine no
estabelecimento da doenca.

A imunidade inata esteve durante muito tempo em segundo plano nas discussdes de
mecanismos de infec¢do em diversas doencas. No entanto, observa-se que a resposta
adaptativa classica (Thl e Th2) ndo consegue explicar diversos aspectos da clinica e
epidemiologia de varias doencas. Na hanseniase, a dicotomia Thl e Th2 descreve muitas

caracteristicas evidenciadas na doenca cronica, porém 0s mecanismos iniciais da patogénese
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dessa infeccdo ainda estdo sendo elucidados. Novos alvos estdo aparecendo com a valorizacao
da resposta imune nos primeiros momentos da infec¢do, como exemplificados nesta revisao.

Quando em contato com um individuo susceptivel (provavelmente por deficiéncias
genéticas), esta micobactéria consegue burlar o sistema imune inato e estabelecer a infeccao.
Vérios mecanismos de evasio descritos estdo relacionados ao M. leprae, desde o fato dele ser
um patégeno intracelular e escapar das diversas acdes de reconhecimento e opsonizagdo até o
fato dele conseguir modular de forma negativa o sistema imune.

No entanto, mais estudos serdo necessarios para melhor compreensdo da
imunopatologia da hanseniase, com intuito de no futuro conseguir explicar as questdes hoje
nao respondidas, assim como propor novos caminhos que auxiliem no diagndstico (marcador

soroldgico da fase subclinica) e no tratamento dos pacientes.

TCD4

MNaive

) l

IFN-y IL-5 IL-10
TNF-a IL-4 TGF-B
Pacicntes TT Pacientes WV IL-35
€H41/CcD8'-1,9/1 CD4+/CD3*-0,6/1 Pacientes TT
Resposte Celular Resposta Hunraoral Fungéo: ?
T Fagocitose T 1gM anti-PGLA
G-anuloma Infiltragao difusa
Resistencia Suceptiivel

Figura 2: Esquema representativo da resposta imune adaptativa na hanseniase. Pacientes do
p6lo tuberculoide apresentam resposta protetora Thl, com formagdo de granuloma, assim
como presenca de Treg, sem discriminacdo da sua funcdo. Pacientes do pdlo lepromatoso
apresentam resposta Th2, com producdo de anticorpos IgM, aumento de linfécitos CD8" e
infiltracdo difusa no tecido.
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Abstract

Interleukin-17A (IL-17A) is a proinflamatory cytokine that plays an important role in fighting
pathogens at mucosal interfaces, by summoning neutrophils and upregulating cytoplasmatic
antimicrobial peptides. So far, the presence of IL-17A in leprosy has not been demonstrated.
The expression of IL-17A and related cytokines (IL-6 and IL-23p19) has been addressed
through RNA extraction and cDNA quantitative amplification in macerated biopsies of active
lesions of 48 leprosy patients and 20 fragments of normal skin of individuals. Blood levels of
IL-17A, IL-23p19 and IL-6 were determined by ELISA. We found an abrogated mRNA IL-
17A response in all biopsies of leprosy patients, as compared with controls. Circulating IL-
17A and IL-23p19 were undetectable in both patients and controls, but IL-6 was higher in
lepromatous patients. Although in low levels, IL.-17A mRNA in lepromatous patients had an

inverse linear correlation with bacillary burden. Low expression of IL.-17A in patients may be
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a constitutive genetic feature of leprosy patients or a circumstantial event induced by the local
presence of the pathogen, as an escape mechanism.
Key words: IL-17A mRNA, immunity, inflammatory cytokines, Leprosy, Mycobacterium

leprae, skin.

Introduction

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. It affects the skin,
mucosa and peripheral nerves and can cause irreversible impairment of nerve function and
consequent physical deformities [1]. Disease control is a major challenge for public health
agencies. In 1982 the World Health Organization (WHO) has standardized the treatment of
leprosy with the use of three drugs — the so-called multidrug therapy [2] and, since then, the
number of leprosy cases has declined significantly worldwide. However, it still remains
highly prevalent in many countries, with around 250.000 new cases reported yearly,
remaining a continuous public health concern [3].

The most probable route for M. leprae transmission is by aerosol spread of nasal secretions
and uptake through nasal or respiratory mucosa [4, 5]. In 5% of infected people the bacilli can
evade immune defense mechanisms and bring out the disease [6, 7]. As M. leprae has a very
fastidious growth, the first symptoms will appear 2 to 5 years after exposure and the clinical
manifestations will be associated with individual immune response to the pathogen [8].
Tuberculoid (TT) patients develop a predominantly cell-mediated immune response in skin
and nerves, with activation of macrophages, neutrophils and dendritic cells, with granuloma
formation, configuring a type 1 (Th1) T helper immune response. A vigorous Thl response is
able to control — but not extinguishes — bacilli growth, which results in fewer lesions, but is
associated with nerve damage. On the other hand, in lepromatous (LL) patients the disease
spreads diffusely throughout the body. LL patient’s immune response is predominantly
humoral, with the involvement of B lymphocytes with IgM release, outlining a Th2 response,
besides the activation of CD8" T cells. These patients have lesions in multiple organs —
tegument, nerves, eyes, testis — with macrophages replenished with bacilli [9-12]. A role for
regulatory T cell (Treg) response has been described, with 95% of leprosy patients presenting
FoxP3-positive cells in skin lesions, while in peripheral blood Treg are frequently high in TT
patients and decreased in LL patients with reactional condition such as erythema nodosum
leprosum [13, 14]. Although ingenious, this Th1-Th2 schema fails to consider other features

of the T helper response, including Th17 cells and, most of all, the innate immune system. It
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fails also to explain what happens to exposed people who clears the infection and never
develops disease.

IL-17A is a proinflamatory cytokine linked with T helper cells (Th17) [15], but later
recognized as a pivotal component of the innate immune system, associated with
macrophages, dendritic cells, ydTcells and epithelial Panneth cells [16, 17]. Once activated by
microorganisms through toll-like receptors (TLRs) and other pathogen recognition receptors
(PRRs), these cells produce IL-17A which intermediates the release of chemokine CXCLS
and granulocyte colony-stimulating factor (G-CSG) with subsequent recruitment of
neutrophils, with the aim of phagocyting extracellular elements [18, 19]. This is a very early
event in the inflammatory process, most associated with innate rather than late adaptive
immune system. These attributes qualify innate IL-17A to fight mucosal and intracellular
pathogens, as have been reported with Listeria monocytogenes, Francisella tularensis, where
IL-17A produced at an early stage of infection induces protection and is required for
production of Thl responses and host resistance [20, 21]. In mice infected with M.
tuberculosis and M. bovis IL-17A is required for maintenance of the inflammatory response,
recruitment of neutrophils and other cells and also helps in the process of granuloma
formation [22, 23].

The participation of Th17 response has never been addressed in leprosy patients. In this study,
the production of IL-17A is reported for the first time in the peripheral blood and skin lesions
of leprosy patients. Our results show that IL-17A and IL-23p19 were barely detected in
peripheral blood in patients and controls and that IL-17A, IL-23p19 and IL-6 have low RNA
expression in biopsy specimens of patients compared to controls, suggesting that constitutive
low IL-17A profile could be a marker of susceptibility for M. leprae, or that M. leprae

suppresses IL-17A as an escape mechanism.

Methods
Patients and Controls

Forty-eight untreated leprosy patients (13 females and 35 males; mean age 35.9 + 14.7) were
included in this study. They were selected from the out-patient clinic of Alfredo da Matta
Foundation, a reference center for dermatology, in Manaus, Amazonas, Brazil. Leprosy
patients were grouped according to the clinical classification of Ridley and Jopling [8], based
on clinical features, bacteriological index (BI) and histopathologic criteria, with 7 tuberculoid

(TT), 15 borderline tuberculoid (BT), 7 bordeline-borderline (BB), 12 borderline lepromatous
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(BL) and 7 lepromatous (LL) patients. Also patients were classified as multibacillary — MB —
(with bacterial index, BI>0 and more than 5 lesions), a group that included patients with LL,
BL and BB, or as paucibacillary — PB — (with BI of 0 and 5 or fewer lesions) including
patients with BT and TT leprosy. Twenty healthy individuals (18 females and 2 males; mean
age 36.1 +7.5), submitted to esthetic plastic surgery were included as control group.

Blood samples were collected by venous puncture; the serum was separated and stored at
—~70°C until required for ELISA. Punch-biopsies (4 mm) were taken from patients and
controls and stored at -70°C for later RNA extraction.

The study was approved by the ethical committee of Fundagdo de Dermatologia e
Venereologia Alfredo da Matta and an oral explanation about the study was made and
subsequently written informed consent was obtained from each participant included.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The levels of cytokines in serum were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using commercially available kits for IL-6 (Kit BD OptEIA — BD Bioscience, San
Diego, CA, USA), IL-17A ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) and IL-23pl19
(eBioscience, San Diego, California) in accordance with the manufacturer’s instructions.

RNA preparation

Total RNA was isolated from the skin biopsies using a commercially available kit
(NucleoSpin® RNAII, Macherey-Nagel, Bethlehem, PA, USA), after mechanical
homogenization. Samples were treated with DNase for 15 minutes, RNA was eluted in 50 ul
of RNase-free water and stored at —70°C until use. The purity of the RNA was controlled by
absorbance at A260/280.

cDNA synthesis

For reverse transcription-PCR, RNAs were converted into cDNAs using 450 ng of total RNA,
0.5 pg of oligo d(T) 15 primers, 200 U of Moloney Murine Leukemia virus (M-MLV) reverse
transcriptase, RT buffer as supplied, 20 U of RNasin and 10 mM of each dNTP (all from
Promega, Madison, USA). This mixture was then incubated at 42°C for 60 min.

Real-time RT-PCR

Levels of IL-17A, IL-23p19 and IL-6 expression were measured by quantitative real-time
PCR, performed on Step One Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), using GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, USA). The qPCR was
run under the subsequent conditions: Taq polymerase activation 10 min at 95°C, followed by

40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s, annealing and extension at 60°C for 60 s. A melt
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curve analysis was performed after all runs to ensure single and specific amplicons product
formation. The sequences of the primers were designed based on nucleotide sequences in the
GenBank database as follows: B-actin sense 5 TGA CTC AGG ATT TAA AAA CTG GAA
3’, antisense 5 GCC ACA TTG TGA ACT TTG GG 3’; IL-17A sense 5> ACA CTC CCC
AAA GCA GTT AG 3’, antisense 5 AAT GAG GCT GTC TTT GAA GG 3’; IL-23p19
sense 5 CAG ATT TGA GAA GAA GGC AAA AA 3’, antisense 5° GCA GCA ACA GCA
GCA TTA CA 3’; IL-6 sense 5 CAA ATT CGG TAC ATC CTC GA 3’, antisense 5’ TGC
TGC TTT CAC ACA TGT TAC T 3’; TGF-B sense 5 TCT GCT GAG GCT CAA GTT
AAA 3, antisense 5 ATC GCC AGG AAT TGT TGC 3’. The relative gene expression value
(24" was normalized to the amount of B-actin in the same cDNA by the ACt method. The
ACt value was determined by subtracting the average f-actin Ct value from the average Ct
value of every target gene. All analyses were conducted in duplicates.

Statistical analysis

Data were expressed as mean = SEM. Kruskal-Wallis test and Dunn’s post test were used for
multigroup analysis. Pearson test was used for correlation analysis. Statistical significance
was set at p < 0.05. All calculations were performed using GraphPad Prism 5 software

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Results
Cytokines analysis in serum

Since we know that cytokine profile may exert a prominent role in leprosy outcome, cytokine
levels in peripheral blood from leprosy patients and control individuals (C) were measured by
ELISA and the results were grouped according to Ridley and Jopling’s classification and
operational classification (Fig. 1).

Wide variation was observed in the plasma concentration of cytokines acting in Th1l and Th17
responses. IL-12p70 was detected in all patients and controls. Significant higher serum levels
of this cytokine were found in BT and BL patients when comparing to controls (Fig. 1A). The
same results were observed in PB and MB patients compared to controls (Fig. 1B). As
expected, the mean of PB group (317.4) was higher than MB group (234.6). The serum levels
of IFN-y showed no significant difference between groups regardless the patients’ or disease’s
classification (Fig. 1C and 1D). In Thl7 analyses, the major cytokine IL-17A was
undetectable in the serum of most patients and controls (Fig. 1E and 2F). IL-23p19 showed

lower levels in tuberculoid group and controls compared to lepromatous patients, although no
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statiscally significance was observed (Fig. 1G and 1H). In contrast, IL-6 levels were higher in
LL than in BT patients (Fig. 1I). When clinical forms were grouped these differences were not
detected comparing MB, PB and controls although a clear tendency towards elevated IL-6
levels in MB patients was observed (Fig. 1F).

Within the five components of leprosy’s spectrum, LL patients had significantly higher levels
of IL-10 as compared to BT patients (Fig. 2A). The same was observed when LL patients
were compared to controls (Fig. 2A). According to the polar distribution of the disease, PB
and controls had significantly lower levels of IL-10 as compared to MB group (Fig. 2B).

Skin cytokine mRNA analyses

Expression of mRNA of IL-17A and related cytokines were lower in skin biopsies of 38
leprosy patients as compared to biopsies of 15 healthy controls (Fig. 3). These results were
inversely correlated to bacteriological index (BI) in MB patients (Fig. 4).

The mRNA for cytokines IL-17A, IL-23p19 and IL-6 was detectable in all patients and
controls, excepted in six patients in whom IL-6 was undetectable. Levels of IL-17A mRNA
were significantly decreased in patients than in controls (Fig. 3A and 3B). In addition,
expression of the Th17- maintenance and inducing cytokines IL-23p19 (Fig. 3C and 3D) and
IL-6 (Fig. 3E and 3F) were also lower in patients as compared to controls. Comparison of
gene expression between different clinical forms of leprosy and between leprosy poles
revealed no statistically significant differences.

Correlation between cytokines expression and bacteriological index (BI)

The levels of mRNA of IL-17A, IL-23p19 and IL-6 were plotted against the bacteriological
index (BI) in MB) patients. We found a negative linear correlation between BI of MB patients
with IL-17A and IL-23p19 (Fig. 4A and 4B), but no correlation with IL-6 (Fig. 4C). Then, the
results of lesion cytokines expression were, in general, inversely correlated to bacteriological

index (BI) in MB patients.
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Figure 1: Thl and Th17 cytokine levels in serum of leprosy patients and controls. Serum
levels of inflammatory Thl and Thl7 cytokine in different clinical forms and operational
classification of leprosy patients and controls: (A) and (B) interleukin-12p70, (C) and (D)
Interferon (IFN-y), (E) and (F) interlekin-17A, (G) and (H) interlekin-23p19, (I) and (J)
interlekin-6. Cytokines were determined by ELISA, before patients began chemotherapy.The
data show the mean + SEM. ***P < 0.001, **P < 0.01,*P < 0.05
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Figure 2: IL-10 production in serum of leprosy patients and controls. The regulatory
cytokine IL-10 were measured in serum of in different clinical forms (A) and operational
classification (B) of leprosy patients and controls. Cytokines were determined by ELISA,
before patients began chemotherapy. The data show the mean + SEM. ***P < 0.001, **P <

0.01.*P < 0.05
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Figure 3: Quantitative messenger RNA expression (mRNA) in leprosy patients. Th17
related cytokines in different clinical forms and operational classification of leprosy patients
and controls: (A) and (B) interleukin-17A; (C) and (D) IL-23p19; and (E) and (F) IL-6. Total
RNA was extracted, and the levels of cytokine messages were measured quantitatively using a

37



real-time polymerase chain reaction SYBR-green system. The data (mean + SEM) are
presented as the intensity of expression of the individual messenger RNAs, with
normalization to [-actin, using the cycle threshold method. Controls were significantly
different from patients in all analyses. ***P < 0.001
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Figure 4: Correlation between mRNA of IL-17A, IL-23p19 and IL-6 and bacteriological
index (BI) in MB patients. Correlation coefficient (r) was calculated by the Spearman’s test.
The mRNA level represents relative gene expression value (222 normalized to the amount
of B-actin.
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Discussion
Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, which can induce a

spectrum of immune responses and clinical phenotypes. Leprosy develops in only 5% of
exposed individual 2 to 5 years after the infection and is influenced by the genetic background
of the host and environmental factors like nutritional status, socioeconomic conditions and
exposure rates to M. leprae or other mycobacteria [24, 25]. Tuberculoid patients mount a
robust Thl response, with contention of bacterial burden through granuloma formation but
with eventual neural damage. On the other hand, lepromatous patients, unable to refrain M.
leprae replication, display foamy macrophages replenished with bacilli, summoning Th2
cytokines as a last device to fight disease [10, 26]. Other inflammatory cytokines such as IL-
17A, IL-23p19 and IL-21, related to inflammation and pathogen surveillance, have not been
studied in leprosy until now.

Herein, we demonstrate that the expression of IL-17A mRNA is strongly decreased in skin
biopsies of leprosy patients, both tuberculoid and lepromatous, as compared to healthy
volunteers submitted to plastic surgery. In addition, IL-23p19, a cytokine involved in the
maintenance of IL-17A production, and IL-6 that is involved in IL-17A induction, were also
weakly expressed in patients’ biopsies, when compared to controls, suggesting that the lack of
IL-6 and IL-23p19 may compromise the production of IL-17A [27, 28]. In the blood of
patients and controls, IL-17A and IL-23pl19 were barely detected, suggesting that the
production and action of these cytokines are limited to tissues. However, IL-6 was increased
in the serum of LL patients as compared to BT patients, suggesting systemic inflammation
and macrophage activation [29, 30]. In addition, leprosy patients showed significantly higher
serum levels of IL-12p70 compared with healthy controls, whereas the median of PB group
was higher than MB group. Our results confirm that IL-12 is a predominant cytokine in TT
leprosy, which is in agreement with the view that the TT pole is a Thl response. We also
detected significantly higher levels of IL-10 in LL patients, which is in concordance with
reports pointing to the participation of IL-10 in the generation of T cell tolerance in this pole
[31]. In addition, the elevated levels of this cytokine may be counteracting the effects of
higher IL-6 in LL patients.

Initially, IL-17A was recognized as a T helper cytokine enhancing neutrophil chemotaxis
through production of granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) and chemokines such as

CXCLS (IL-8), supporting an adaptive role against extracellular pathogens [19, 32]. However,
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invading pathogens at mucosal surfaces must be attacked rather immediately, supposing an
earlier intervention of the innate immune system. This was indeed demonstrated in epithelial
tissues, including Panneth cells, and cells of the innate immune system, as reviewed by
Khader (2010) [33] and Cua (2010) [16]. IL-17A has been also associated with killing of
intracellular pathogens, through the production of microbicidal proteins, as -defensins, S100
proteins and REG3y [34, 35]. This can be observed during Listeria monocytogenes infection,
when the presence of IL-17A and IL-23p19 reduces bacterial burden in liver and contributes
to granuloma formation [20]. In animal models of Francisella tularensis and Chlamydia
muridarum infection, knocking out IL-17A increases disease susceptibility due to impaired
generation of Th1l immunity [21, 36]. In Mycobacterium bovis infected mice, IL-17A and IL-
23p19 mRNA was detected in the first day after infection and decreased in the seventh day
[22]. In addition, knocking out IL-17A impaired IFN-y production and granuloma formation,
suggesting a link to Thl response [22, 23]. Interestingly, the main source of IL-17A in these
studies was yd T cells. Furthermore, when peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of
patients infected with M. tuberculosis are stimulated with purified protein derivative (PPD),
the IL-17A response is abrogated, as compared to healthy controls [37, 38]. Susceptibility to
M. avium-intracellulare complex was also associated with low IL-17A responses [39].

Taken together, all these evidences of a major protective function of IL-17A against
intracellular pathogens, and mycobacteria in particular, suggest a similar role in leprosy, and
support our findings of low IL-17A mRNA expression throughout the clinical spectrum of
leprosy patients. Hypothetically, people with a good IL-17A innate response would promptly
eliminate bacilli still in the nasal mucosa. Otherwise, people with a genetically impaired IL-
17A response would allow early bacilli proliferation [40] and blood dissemination to
Schwann cells and peripheral macrophages, whereupon a Thl response would be required.
Another interpretation to our data points to a direct inhibition of dendritic cells by M. leprae,
an escape mechanism that could downregulate innate responses such as IL-17A [41, 42]. Yet
another explanation relates to the equilibrium of T helper responses in a full polarized
scenario, either Thl (tuberculoid) or Th2 (lepromatous), which favors appearance of
regulatory T cells [43, 44], and the presence of IL-10 or IFN-y would act to decrease the IL-
17A production. Studying IL-17A mRNA level in lesion-free skin samples from leprosy
patients, and in vitro tests of IL-17A generation in macrophages, dendritic cells or yd T cells
of leprosy patients would help to distinguish a constitutive impairment of IL-17A production

versus a local impairment induced by the circumstantial presence M. leprae. Furthermore,
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besides mRNA expression, it would be informative to investigate the proteomics of IL-17A
and allied cytokines at skin lesions. Worth noting, we observed a significant inverse
correlation between bacterial burden and IL-17A levels in multibacillary patients — the higher
the bacterial burden, the lower the IL-17A level. Both interpretations fit this finding: bacilli
are high because IL-17A is constitutively low; or IL-17A is low because bacilli are
circumstantially high.

However attractive the hypothesis of a constitutive impairment of IL-17A, neither IL-17A
gene nor its locus at 6p12 appeared in early candidate gene studies, review by Cardoso [45],
and in a chinese genome-wide association study (GWAS) [46]. Notwithstanding, a number of
genes with putative function in innate immune responses have been reported in these works,
genome-wide and others. No matter what the primary polymorphism(s) should be, one could
admit, but yet to prove, a final common pathway compromising IL-17A production within
innate cells, allowing M. leprae proliferation whenever it reaches the nasal mucosa or
elsewhere. Curiously, many of these genes are also incriminated in Crohn’s disease, where
impaired IL-17A production by gut epithelia could favor invasiveness of commensal
microbiota, prompting chronic inflammation and continued inflammatory disease [47, 48].
Should these observations and inferences be further developed and confirmed the hypotheses
mentioned above, they would allow important acquisitions for clinical medicine and public
health, such as an in vitro assay for the generation of IL-17A after challenge with M. leprae
antigens, as a tool to measure the risk of intradomiciliary exposed contacts, and the risk of
people travelling to endemic areas.

In summary, we investigated for the first time IL-17A and IL-23p19 expression in skin lesions
of leprosy patients. Our results showed that mRNA of IL-17A, IL-23p19 and IL-6 have low
expression in the patients’ skin biopsies compared to healthy controls, suggesting that these
cytokines are not involved in the late stage of the immune response against M. leprae. In
addition, we also observed significant inverse correlation between bacteriological index and
IL-17A levels in multibacillary patients. Thus, patients with decreased IL-17 cannot contain

bacilli growth and disease worsening in skin lesions.
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ANEXOS

Anexo | — Aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundag¢do Alfedo da Matta para
realizacdo do “Projeto DCR".

Governo do Estado do Amazonas V »

Secretaria de Estado da Saude e R
FUNDACAO “ALFREDO DA MATTA”
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO N° 019/2005

I. IDENTIFICACAO

Protocole CEP-FUAM: FR - 198924 N°® CAAE-0009.0.266.000-08
Titulo do Projeto: “Avaliagio do perfil imunolégico ¢ de polimorfismos genéticos em
pacientes portadores de hanseniase atendidos na Fundagio Alfredo da Maua™

Pesquisadora Responsdvel: Licia de Paula

Local de Origem (instituigfio vinculada): Fundagio Alfredo da Matta

Local de Realizagio (instituigio sediadora): Fundagio Alfredo da Martta

Data de Apresentagio ao CEP-FUAM: 12/06/2008  Data da Reunifio: 04/07/2008
Grupo/Area Temdtica: Grupo Il Area do Conhecimento: Medicina

II. OBJETIVOS DO PROJETO
Objetivo geral:

Avaliar o perfil de resposta imune ¢ polimorfismos nos genes IL12B, ILI2RBI ¢ IL23
em amostras de pacientes com hanseniase, atendidos na Fundagio Alfredo da Matia em
associacio ao quadro clinico durante o tratamento gquimicterapico.

Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil de resposta imune {(RI) celular circulante através de marcadores de superficie
por citometna de fluxo;

2. Analisar a produgiio de citocinas em bidpsia de lesdo através de PCR;

3. Analisar a produgio de citocinas no soro através de ELISA;

4. Analisar polimorfismos para IL12B, IL12RBI, IFN-g ¢ IL23R nos leucocitos através de
PCR;

5. Correlacionar os resultados do projeto com os dados clinicos dos pacientes

III. RESUMO DO PROJETO

A hanseniase é uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae com amplo
espectro clinico e histopatolégico, afetando predominantemente pele, mucosas ¢ nervos
periféricos. A doenga apresenta grande diversidade de formas clinicas relacionadas com padrdes
imunolégicos distintos. A resposta imune Thl tem um papel fundamental na hanseniase, uma
vez que protege o individuo limitando a disseminagdo do bacilo. Contudo, ha diversos aspectos
a serem esclarecidos, tais como a resposta imune exacerbada, na qual esti diretamente
envolvida na patologia do nervo ¢ pele. Contudo, o padrdo de resposta imune Th2 também pode
ser observado, sendo que os individuos acometides exibem altos titulos de anticorpos contra
antigenos de M leprae, sem confenir proteglo significativa, pois ba disseminagio bacilar. o
perfil de resposta imune Thl e Th2 tem sido amplamente estudado em diversas doengas, €
recentemente outro perfil de resposta imune o Thi7, envolvido prncipalmente nas respostas
inflamatorias, tem sido descrito em doengas auto-imunes e em doengas infecciosas por
Kleibsiella ¢ Candida, contudo na hanseniase o estudo da importfincia da resposta Th17 ainda
ndo tem sido relatado. Neste sentido, o projeto visa avaliar o perfil imunolégico ¢ genético dos
pacientes com hanseniase caracterizando: os fendtipos celulares, o papel das citocinas
envolvidas na resposta Thl, Th2 ¢ Thl7, bem como, o polimorfismo de genes relacionados &
resposta imune que podem estar associados A suscetibilidade a doenga. A realizagio deste
projeto, certamente, fornecera a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na

imunopatogenia da hanseniase. @/
IV. ANALISE DOS ELEMENTOS METODOLOGICOS

Av Codajds, n®. 24 - Cochosirinha Cep. : 6065130 - Forg: J86I-4747Fax: 3543-3155
E-MHail: cop@fuom_ om.gov. br
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Governo do Estado do Amazonas
Secretaria de Estado da Saude
FUNDAGAO "f\LFREDO DA MATTA”
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(Resolugiio CNS 196/96 ¢ complementares)

Estrutura do protocolo: Adcquado.

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido. Adequado.
Retorno de beneficios para o sujeito e / ou comunidade: Adequado.

Informagio adequada quanto ao financiamento: Adequado.
Orcamento: Valor total do projeto: R¥ 170.025,60

Cronograma de execucdo: Adequado.

Recursos humanos envolvidos e orgamento: Adequados.

V. COMENTARIOS DO RELATOR REFERENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E
COMPLEMENTARES:

O presente protocolo de pesquisa apresenta clareza ¢ objetividade, os quais atende as
normas constantes nd Resolugdo CNS 19696,

V1. Parecer
Aprovado.

Manaus, 02 de outubro de 2008.

oritue Greohs 4 B S
ROSSILENE CAO DA SILVA “@’f

Coordepadora do CEP
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Anexo Il — Aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Alfredo da Matta para
realizagdo do projeto de dissertagao.

FUNDACAO
ALFREDO DA MATTA . el
COMITE DE ETICA EM PESQUISA  AMAZONAS

PARECER CONSUBSTANCIADO N°. 011/2009

Registro no CEP: 005/2009 FR: 256275 CAAE: 0005.0.266.115-09

1 IDENTIFICACAG

Titulo do projeto: “Avaliacdo da Resposta TH17 em pacientes portadores de Hanseniase”
Pesquisador Responsavel: Isabella da Motta Passos

Instituicdo onde sera realizada a pesquisa: Fundacio Alfredo da Matta

GRUPO: II1

Data de Apresentacio ao CEP: 16.04.2009 Data da Reunifo: 24.09.2009

2 OBJETIVOS
Geral:

o Avaliar a resposta Thl7 em amostras de pacientes com Hanseniase atendida na
Fundagio Alfredo da Matta em associagéo ao seu quadro clinico

Especificos:
e Avaliar a produgéio de citocinas Th17 no soro através de ELISA;

e Avaliar a expressdo de RNAm para as citocinas Th17 em bidpsias de lesdo através de
PCR;

e Avaliar a produgfo de citocinas Th17 no interior das células de bidpsias de lesfio através
da imunohistoquimica;

e Correlacionar os resultados do projeto com os dados clinicos dos pacientes

3 SUMARIO:

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa cronica que afeta principalmente as pele e os
nervos. A linhagem de células T helper 17 ¢ caracterizada pela produgio de interleucina 17 (IL
- 17). Com intuito de investigar o padrio de resposta Th17 em pacientes com hanseniase sera
realizada coleta de sangue periférico para avaliagio da produgéo de citocinas TGF-, IL-6, I-17 ¢
IL-23 no soro pela técnica de ELISA. Também serd avaliada a expressio dos genes para IFN-,
TNF-, IL-4, IL-17 e IL-23 em biopsias de lesdo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢
serd avaliada a produgfo de citocinas intracelulares em bidpsias de lesfo através de
imunohistoquimico para IL-17, TGG-, IL-6 e IL-23 através de anticorpos monoclonais
direcionados contra estas citocinas. O estudo tem como objetivo identificar se os pacientes com
hanseniase apresentam a resposta Thl7 ¢, em caso positivo, comparar esses padrdes entre 0s
pacientes dos pélos Tuberculoide e Lepromatoso. ‘-@
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4 COMENTARIOS DO RELATOR REFERENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E
COMPLEMENTARES,

4.1 Estrutura do protocelo

Tipe de estudo: estudo prospectivo observacional, de casos ¢ controle, de corte transversal,
com componente analitico.

Tamanho da amostra:

Grupo de 20 pacientes, incluindo 5 pacientes TT, 5 pacientes BT, 5 pacientes BL ¢ 5
pacientes LL

Grupo Controle: constituido de pessoas sadias, sem evidéncias clinicas atuais ou
pretéritas de sinais ou sintomas de hanseniase, sem relagdo de parentesco entre si e sem relagio
com pacientes de hanseniase

Coleta de Amostras:

s serdo coletados 10 ml de sangue periférico em tubo sem anticoagulante dos
pacientes com confirmacio ou suspeitos de caso de Hanseniase.

e As amostras de biopsia — coleta de lesfo dois local por paciente.

Avaliacfo de citocinas intracelulares na lesdo: serfo analisadas amostras 5 pacientes TT,
5 pacientes BT, 5 pacientes BL e 5 pacientes LL

4.2 Retorno de beneficios para o sujeito e / ou comunidade:

O presente estudo podera trazer informacdes adicionais sobre o comportamento
munolégico na hanseniase.

4.3 Informaciio adequada quanto ao financiamento: Informado. Projeto de Desenvolvimento
Cientifico Regional sob a responsabilidade da Dra. Licia de Paula

4.4 Lista de centros (para estudos multicéntrico) — Fundacio Alfredo da Matta/
HEMOAMY/ Universidade Federal do Amazonas - UFAM

4.5 Cronograma de execuciio : Adequar

4.6 Recursos humanos envolvides e orcamento: Informado

5 PARECER DO CEP: APROVADO
Manaus, 28 de setembro de 2009

Qs?—a—\tw @mcu;AA de Sha C;W
ROSSILENE CONCEICAO DA SILVA CR

CORRDENADORA CEP-FUAM
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Anexo lll - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) destinado aos pacientes com
hanseniase.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES
TITULO DO ESTUDO: Avaliacio da resposta imunolégica em pacientes com hanseniase
atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta.
JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ird contribuir com informacdes sobre a
resposta imune, isto é, como o individuo desenvolve defesa contra a hanseniase durante o
tratamento com medicamentos e quando desenvolve reacdo da doenca.
PROCEDIMENTOS: Para este estudo serd coletada amostra de 10 mL de sangue e bidpsia
da lesdo (quando presente). Serdo feitos testes para verificar a presenca da bactéria, a
confirmacdo do diagndstico da infeccdo e como o organismo estd respondendo contra a
bactéria. Alguns destes testes serdo realizados na Fundacdo Alfredo da Matta e outros na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM em Manaus.
RISCOS E DESCONFORTOS: Nio existem riscos associados a participagdo deste estudo.
O tnico desconforto é o da picada da agulha e a bidpsia, sendo que esta ultima ji seria
realizada como rotina.
BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e imediato para
o individuo, mas ajudard no conhecimento da hanseniase, podendo auxiliar futuramente no
tratamento da doencga.
ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Os individuos participantes deste estudo terdo,
sempre que necessario, esclarecimentos de dividas, acompanhamento clinico e laboratorial no
que diz respeito a hanseniase, podendo entrar em contato com as doutoras Maria da Graga
Souza Cunha e Licia de Paula (Fundagdo Alfredo da Matta :Tel: 92-9985-5161/ 92-8831-
9301). Sempre que necessdrio serd prestada orientacdo médica adequada ou encaminhamentos
necessarios, feitos pela equipe médica da Fundacdo Alfredo da Matta.
VOLUNTARIEDADE: A participagdo neste estudo € voluntdria. Os participantes deste
estudo podem retirar sua participacdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu
atendimento na Fundagdo Alfredo da Matta.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais
referentes a participacdo dos individuos neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo
divulgados de forma a declarar identidade dos participantes.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado (sangue
periférico e bidopsia da lesdo) serd utilizado para o que se propde neste estudo e serd
armazenado para estudos posteriores. Neste caso, estdo previstos estudos para avaliagdo de
como o corpo se defende nos casos em que existe mais de um tipo de doenga envolvida e
devera ser submetido a avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos
com um projeto especifico.
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAOQO

ApbOs ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

Manaus, ___/___/ (Impressao dactiloscépica)
Assinatura do paciente Nome do paciente
Assinatura do pesquisador Nome do pesquisador
Este formulario foi lido para (nome do
paciente)em __ /__ / pelo (nome do pesquisador) enquanto

€u estava presente

Assinatura da Testemunha Nome da testemunha
Importante: Deverd ser feito em duas (02) vias, ficando uma com o sujeito da pesquisa.
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Anexo IV - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) destinado aos individuos do

grupo controle da pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONTROLES

TITULO DO ESTUDO: Avaliacio da resposta imunolégica em pacientes com hanseniase
atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ird contribuir com informacdes sobre a
resposta imune, isto &, como o individuo desenvolve defesa contra a hanseniase.
PROCEDIMENTOS: Para este estudo serd coletada amostra de 10 mL de sangue e serd
realizada uma bidpsia da pele. Serdo feitos testes para verificar como o organismo encontra-se
quando ndo hi doenca estabelecida. Alguns destes testes serdo realizados na Fundacio
Alfredo da Matta e outros na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas —
HEMOAM em Manaus.

RISCOS E DESCONFORTOS: Nio existem riscos associados a participagdo deste estudo.
O unico desconforto é o da picada da agulha para coleta de sangue e para a anestesia da
biépsia.

BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e imediato para
o individuo, mas ajudard no conhecimento da hanseniase, podendo auxiliar futuramente no
tratamento da doencga.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Os individuos participantes deste estudo terdo,
sempre que necessario, esclarecimentos de dividas, acompanhamento clinico e laboratorial no
que diz respeito a hanseniase, podendo entrar em contato com as doutoras Maria da Graga
Souza Cunha e Licia de Paula (Fundagdo Alfredo da Matta :Tel: 92-9985-5161/ 92-8831-
9301). Sempre que necessdrio serd prestada orientacdo médica adequada ou encaminhamentos
necessarios, feitos pela equipe médica da Fundacio Alfredo da Matta.
VOLUNTARIEDADE: A participagdo neste estudo € voluntdria. Os participantes deste
estudo podem retirar sua participacdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe qualquer
atividade de sua rotina.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais
referentes a participacio dos individuos neste estudo permanecerdao confidenciais, ndo sendo
divulgados de forma a declarar identidade dos participantes.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado (sangue
periférico e bidpsia da lesdo) serd utilizado para o que se propde neste estudo e serd
armazenado para estudos posteriores. Neste caso, estdo previstos estudos para avaliagdo de
como o corpo se defende nos casos em que existe mais de um tipo de doenga envolvida e
devera ser submetido a avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos
com um projeto especifico.
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAOQO

ApbOs ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

Manaus, ___/___/ (Impressao dactiloscdpica)
Assinatura do controle Nome do controle
Assinatura do pesquisador Nome do pesquisador
Este formulario foi lido para (nome do
controle)em ___/___/ pelo (nome do pesquisador) enquanto

eu estava presente.

Assinatura da Testemunha Nome da testemunha
Importante: Devera ser feito em duas (02) vias, ficando uma com o sujeito da pesquisa.
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