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RESUMO

A hanseniase é uma doenga infectocontagiosa espectral que acompanha-se por uma série de eventos imunoldgicos desencadeados pela resposta do
hospedeiro frente ao agente etioldgico, o Mycobacterium leprae. Evidéncias sugerem que a inducdo e manutencio da resposta imune/inflamatéria
na hanseniase estdo vinculadas a interacoes de miltiplas células e fatores soltveis, particularmente através da aco de citocinas. Nesse estudo, foram
mensurados niveis de IL-1(3 e IL-1Ra de 37 casos novos de hanseniase acompanhados a0 longo do tratamento e 30 controles sadios pelo teste ELISA.
A coleta de sangue periférico foi realizada em quatro tempos para os casos de hanseniase (pré-tratamento com PQT, 2* dose, 6* dose e p6s-PQT) e
em tnico momento para os controles. Na comparacio dos niveis das moléculas de casos no pré-PQT e controles, houve diferenca estatisticamente
significativa somente para IL-1(3. Nossos resultados sugerem a participacio dessa citocina no processo imune/inflamatério.
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ABSTRACT

Leprosy is an infectious and contagious spectral disease accompanied by a series of immunological events triggered by the host’s response to the
etiologic agent, Mycobacterium leprae. Evidence suggests that the induction and maintenance of the immune/inflammatory response in leprosy are
linked to multiple cell interactions and soluble factors, mainly through the action of cytokines. The ELISA test was used to measure the levels of IL-13
and IL-1Ra in 37 new leprosy patients followed-up during treatment and 30 healthy controls. Peripheral blood was collected four times during the
treatment of leprosy patients (MDT pretreatment, 2" dose, 6" dose and post-MDT), and only once from the controls. The comparison of molecular
levels in pre-MDT patients and controls showed a statistically significant difference for IL-1f3. The results suggest the participation of this cytokine in
the genesis of the immune/inflammatory process.
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Ahanseniase é uma doenga infectoparasitdria cronica causada
pelo Mycobacterium leprae, bacilo dlcool-dcido resistente
atoxico, intracelular obrigatério, que induz uma extraordindria
resposta imune celular nos individuos acometidos e que afeta
principalmente a pele e ramos nervosos periféricos* ', O dano
neural, reconhecido por muitos autores como a complicagio mais
séria da hanseniase, € iniciado pela infeccfio e acompanhado por
uma série de eventos imunoldgicos, cuja evolucio e seqiielas
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frequentemente se estendem por muitos anos apds a cura do
processo infeccioso? . A doenca apresenta uma particularidade
importante para os clinicos e imunologistas, pois a diversidade
de resposta do hospedeiro a0 agente etioldgico impde um desafio
diagndstico e um modelo exemplar para o entendimento da
imunidade celular no ser humano®.

A hansenfase caracteriza-se pela alta infectividade e baixa
patogenicidade, sendo que, na populagio, mais de 95% dos
individuos sdo naturalmente imunes 2 infeccdo'®*! 233 situacio
que pode ser alterada em fungfo da relacio entre agente, meio
ambiente e hospedeiro". Trata-se de uma doenga de apresentacao
espectral caracterizada por formas clinicas contrastantes, sendo
que o destino da infec¢do parece depender da subpopulagio de
linfécitos T predominante, da ativa¢io macrofigica e de quando
e como uma determinada citocina estd disponivel no sitio da
presenca do parasita®* *%, Nas lesdes tuberculdides, hd
predominio de resposta Th1 e de citocinas do tipo 1, tais como
interleucina (IL) 1 beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa
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(TNF-o), entre outras'> %, Essas moléculas estdo entre as mais
estudadas citocinas e evidéncias indicam que ambas podem agir
sinergicamente impedindo a proliferacdo bacilar, mas também
podem se tornar lesivas a0 organismo, causando lesdes cutaneas
e neurais, na auséncia de fatores regulatorios?®”#%. Assim, a
reducio na sintese ou bloqueio dos efeitos de uma superproducio
dessas citocinas, em particular, pode oferecer uma op¢do no
controle de algumas desordens inflamatdrias''. IL-1B, por
exemplo, é uma das formas moleculares de IL-1, produzida por
praticamente todos os tipos celulares nucleados, principalmente
mondcitos, macréfagos e células dendriticas e estd entre os mais
importantes marcadores de induczo da resposta inflamatéria’®. O
mecanismo de inibi¢Aio natural dessa citocina envolve o bloqueio
daligagio no receptor por antagonistas de receptores de citocinas,
assim como o IL-1Ra, antagonista do receptor de IL-1. IL-1Ra é
uma proteina da familia das interleucinas originalmente descrita
como uma molécula secretada por mondcitos e macréfagos,
que modula uma variedade de respostas imunes e inflamatdrias
relacionadas a IL-1°.

Nas lesdes virchowianas, por outro lado, ocorre predominio
de resposta Th2 e de citocinas do tipo 2, assim como IL-4, IL-5 e
IL-10. As formas dimorfas, por sua vez, representam um padrio
clinico e imunoldgico de resposta intermedidria, sendo que as
citocinas expressadas tanto 77 vitro quanto in vivo podem nio
estar relacionadas a nenhum padrio jd descrito?>78%.

Apesar dos progressos cientificos na hanseniase, muitos
questionamentos ainda persistem nos aspectos referentes a
imunologia'® e é importante ressaltar que a indu¢ao e manutengo
da resposta imune/inflamatéria estdo vinculadas a interagdes
de multiplas células e fatores soltveis, particularmente através
da acdo de citocinas. No entanto, a ativacdo de linfocitos T e a
produgio de citocinas nao podem ser avaliadas de forma isolada
durante a infec¢do®. Assim, o estudo dos processos imunoldgicos
é fundamental para o entendimento dos mecanismos envolvidos
no desenvolvimento e manuten¢do da moléstia’.

0 presente estudo se propde a estudar a expressio da
citocina inflamatéria IL-1p e da molécula antiinflamatéria
IL-1Ra em pacientes com hansenfase, atendidos em Centro de
Referéncia em Dermatologia Sanitdria situado no municipio de
Belo Horizonte.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo exploratério, descritivo, longitudinal e
analitico incluindo 37 casos novos de hanseniase acompanhados
a0 longo da poliquimioterapia (PQT) e 30 individuos nio
infectados de drea endémica considerados controles sadios,
realizado de maio de 2006 a dezembro de 2007 no Ambulatério de
Dermatologia do Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitdria
do Hospital Eduardo de Menezes da Fundagio Hospitalar do
Estado de Minas Gerais (FHEMIG), Belo Horizonte.

A coleta dos dados foi iniciada apé6s a aprovacdo do estudo
pelo Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Eduardo de Menezes
e da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte. A todos os

100

participantes da pesquisa foi solicitada a concordéncia por meio
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para o levantamento das varidveis sexo, idade, nimero de
lesdes cutaneas e de nervos acometidos, baciloscopia, teste
sorolégico ML Flow, classificacio de Madrid e classificacdo
operacional foram utilizados os prontudrios dos pacientes. Para
a mensuracio dos niveis de IL-1p e IL-1Ra através da técnica
do ELISA sanduiche, os sujeitos da pesquisa foram submetidos
a coletas de sangue periférico (mais especificamente plasma),
realizadas em quatro tempos para os casos de hanseniase
(pré-tratamento com PQT, 2* dose, 6* dose e p6s-PQT) e em um
tinico momento para os controles sadios. No entanto, o niimero
de pacientes submetidos 2 coleta de sangue periférico na 2* e na
6* dose foi inferior a0 do de pacientes no pré e pds-tratamento,
de 15 e 19 pacientes, respectivamente. Apds, as amostras foram
encaminhadas a0 Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, onde
foram realizados os experimentos, segundo protocolo padronizado.
Os niveis das moléculas estudadas foram expressos em pg/ml.

Para a andlise dos dados, foram utilizadas medidas de
tendéncia central e variabilidade, bem como o teste de Mann-
Whitney para comparacio dos niveis de IL-1f3 e IL-1Ra dos casos
no pré-tratamento e controles sadios, teste de Wilcoxon' para a
comparacio dos niveis das moléculas estudadas dos casos de
hanseniase entre si (pré-PQT e demais fases do tratamento) e
Modelo Linear Generalizado para medidas repetidas com quatro
fatores (teste F)", empregado para a comparacio longitudinal
dos niveis de IL-1p e IL-1Ra nas diferentes fases do tratamento.
Uma limitagdo dessa tltima andlise foi o tamanho da amostra,
umavez que as moléculas foram avaliadas nos diferentes periodos
(pré-PQT, 2* dose, 6* dose e pos-PQT) em apenas sete pacientes.
Além disso, para as moléculas que apresentaram significincia
na comparagio dos casos de hanseniase no pré-tratamento e
controles sadios, foi utilizada a metodologia da curva ROC (Receiver
Operating Characteristic)* para caracterizar o melhor ponto de
corte das medidas analisadas para a predicio de um caso positivo
de hanseniase. Adotou-se como nivel de significancia 5%.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a maioria dos pacientes era
do sexo masculino, com média de idade de aproximadamente
50 anos, com mais de cinco lesoes cutaneas e mais de um nervo
acometido, classificados como dimorfos segundo a classificacio
de Madrid e como multibacilares (MB) pela classificacdo
operacional; 37,8% dos casos apresentaram baciloscopia positiva
e 64,9% positividade para o teste soroldgico ML Flow.

Na comparagio dos niveis de IL-1f3 e IL-1Ra dos casos de
hanseniase no pré-tratamento e controles sadios, houve diferenca
estatisticamente significativa somente (valor-p<0,05) paraIL-13
(Figura 1). Na comparagio dos niveis das moléculas dos casos
de hanseniase no pré-tratamento e demais fases (2* dose, 6* dose
e p6s-PQT), ndo houve diferenca estatisticamente significativa
para nenhuma das moléculas analisadas. O teste F também nZo
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FIGURA 1

Comparagio dos niveis de IL-1 dos casos de hanseniase no pré-tratamento e controles
sadios, Belo Horizonte, maio de 2006 a dezembro de 2007.
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FIGURA 2

Representagdo grifica das médias de IL-1f3 nas quatro fases do estudo dos sete casos de
hanseniase atendidos no Servico de Referéncia em Dermatologia Sanitiria do Hospital
Eduardo de Menezes — FHEMIG, Belo Horizonte, maio de 2006 a dezembro de 2007.

evidenciou diferenga estatisticamente significativa e o registro
grifico evidenciou uma tendéncia a um aumento na média
marginal dos niveis de IL-1f a partir da 6* dose (equivalente
a 3* fase, assim como demonstrado na Figura 2). Além disso,
de acordo com a Curva ROC, pacientes com niveis de IL-1p3
superiores ao valor do ponto de corte estabelecido (0,015) seriam
classificados como provéveis casos de hanseniase, com 75,7% de
sensibilidade e 70% de especificidade (Figura 3).

Os niveis de IL-1Ra foram indetectaveis tanto para os casos
de hanseniase quanto para os controles.

DISCUSSAO

No presente estudo, em relacio aos niveis de IL-1(3, constatou-
se diferenca estatisticamente significativa quando se compararam
os casos de hanseniase no pré-tratamento e o grupo controle.
Esse achado é concordante com o encontrado no estudo de
Moubasher cols'®, no qual pacientes de hanseniase ndo tratados
mostraram niveis séricos significativamente elevados de IL-13 e
de outras moléculas estudadas (IFN-y, IL-2R, IL-10 e TNF-a),
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FIGURA 3

Curva ROC para as medidas de IL-1p no pré tratamento como preditor de casos de
hanseniase versus controles sadios, Belo Horizonte, maio de 2006 a dezembro de 2007.

detectados através do teste ELISA, quando comparados aos
controles sadios. Assim, pode-se inferir que a liberaco de IL-13
nos casos de hanseniase pode representar um indicio da ativacio de
uma resposta imune celular frente ao bacilo, conforme observado
por Watson cols**, em estudo no qual foram quantificadas a
producio de IL-1f3 e IL-2 por células aderentes mononucleares do
sangue periférico de pacientes com diferentes formas de
hanseniase.

Neste trabalho, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa dos niveis de IL-1B na comparagio dos casos de
hansenfase no pré-tratamento e demais fases do mesmo (2*
dose, 6* dose e p6s-PQT). Esses achados demonstram que
os niveis da citocina em questdo jd se encontravam alterados
antes do inicio do tratamento em fung¢do da carga bacilar, nio
sendo identificadas alteracdes séricas significativas ao longo da
poliquimioterapia. Provavelmente, com a destruicio macica e
reducdo dos bacilos vidveis, pode ocorrer a liberacio de fracoes
antigénicas que estariam causando um estimulo persistente
com conseqiiente estado de hiperreatividade imune e
inflamatéria®> '* ¥ %, Sarno cols¥’, por sua vez, identificaram
niveis séricos significativamente elevados de IL-13 em todos
os pacientes das formas dimorfas tuberculdides testados, que
ndo apresentavam reacdo, independentemente da duragdo da
quimioterapia. No referido trabalho, os autores detectaram,
também, taxas elevadas dessa citocina no soro de pacientes com
hanseniase apresentando Eritema Nodoso Hansénico (ENH).

Em relacdo a comparacio longitudinal dos niveis de IL-1p3,
ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nas
diferentes fases do estudo (pré-PQT, 2% dose, 6 dose e p6s-PQT)
e arepresentacio grifica evidenciou uma tendéncia a um aumento
na média marginal dos niveis dessa citocina a partir da 6* dose.
Este achado € discordante do encontrado por Moubascher cols'®
que evidenciaram diminuicdo significativa dos niveis séricos de
IL-1B e de outras moléculas estudadas (IL-2R e IL-10) apds
um ano de tratamento em trinta e seis casos de hansenfase.
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Entretanto, para essa andlise, a presente amostra foi constituida
por apenas sete pacientes e, portanto, considerada pequena para
se elaborarem inferéncias. Contudo, os resultados apresentados
nesse estudo sugerem que novas investigacdes ainda precisam ser
realizadas para se determinar o efeito da terapia antimicrobiana
prolongada na capacidade de produzir IL-1[3, questdo ji levantada
anteriormente ¥.

Ainda em relacdo aos niveis dessa citocina, a Curva ROC
demonstrou moderado poder de predi¢do para distinguir um
caso positivo de hanseniase, com 75,7% de sensibilidade e 70%
de especificidade.

Em relagio 2 dosagem de IL-1Ra, molécula antinflamatéria
que inibe seletivamente os efeitos de IL-1 pela competicio com
o receptor de IL-1 na superficie celular, os resultados negativos
encontrados tanto nos controles quanto nos casos de hanseniase
estudados nas diversas fases do tratamento, podem ser justificados
pelo fato de que os niveis estavam abaixo das concentracdes
detectadas pelo teste ELISA empregado.

Como limitagdes gerais do estudo, vale ressaltar as perdas
de pacientes constatadas ao longo do seguimento, que nio
permitiram que fossem realizadas as coletas de sangue periférico
em todas as fases do estudo e fatores relacionados ao paciente,
tais como fatores genéticos, estado nutricional e uso paralelo de
outros firmacos.

Embora existam evidéncias do papel das moléculas estudadas
no curso da hanseniase, no presente estudo, pode-se concluir que
ainda s3o necessdrias novas investigacdes para avaliar a expressao
e o papel de agonistas e/ou antagonistas nos efeitos pré ou anti-
inflamatérios, para confirmar a presenca de algumas dessas
moléculas como marcadores preditivos da doenga e para servir
de pardmetro para o acompanhamento do estado imunolégico dos
pacientes em futuros ensaios clinicos. A melhor compreensio de
seus mecanismos biolégicos, ainda bastante complexos, podera
contribuir para novas abordagens terapéuticas.
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