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RESUMO

Froes Junior LAR. Subconjuntos de linfocitos B nas lesbes cutédneas da hanseniase
tuberculoide, indeterminada, virchowiana e estados reacionais [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Introdugao: a hanseniase, uma doencga infecciosa cronica, envolve uma interagao
complexa de respostas imunoldgicas. Enquanto extensa pesquisa tem se concentrado
na imunidade celular, o papel dos linfocitos B, incluindo os linfocitos B-1, linfocitos B
da Zona Marginal (MZB), linfécitos B Reguladores (Bregs) e linfocitos B Efetores-1
(Be1), permanece menos elucidado. Este estudo tem como objetivo investigar a
distribuicdo desses subconjuntos de linfocitos B em lesdes cutédneas de hanseniase,
contribuindo para uma melhor compreensao da patogenia da hanseniase.

Métodos: analises imunohistoquimicas e morfométricas foram realizadas para
examinar a presengca de subconjuntos de linfécitos B em varios subtipos de
hanseniase. O estudo focou na distribuigdo de linfocitos B CD20+, juntamente com a
quantificacdo de seus subconjuntos (linfocitos B1, MZB, Bregs e Be1) nas lesdes
cutaneas de diferentes formas clinicas da hanseniase e estados reacionais.

Resultados: Os linfocitos B predominaram em lesdes tuberculoides, enquanto a
expressao de MZB-1 exibiu heterogeneidade entre os subtipos de hanseniase. Lesdes
de Reacédo Tipo 1 (RT1) apresentaram contagens celulares de linfécitos B-1 e MZB
significativamente mais altas em comparagdo com Reacao Tipo 2 (RT2), hanseniase
virchowiana (HV) e hanseniase indeterminada (HI). Curiosamente, a expressao de
PAX5/MZB-1 (linfocitos B-1 e MZB) revelou padrdo muito semelhante a expressao de
PAX5/CD5 (apenas linfécitos B1), com expressdo predominante no polo Th1. Em
estados reacionais, especialmente RT1, todos os subconjuntos de linfocitos B
estavam presentes em numero significativamente maior que nos demais grupos. Os
linfocitos Be1, associados a resposta Th1, estavam marcadamente presentes na RT1
e na forma tuberculdide (HT). Linfocitos Bregs foram consistentemente escassos em
todos os grupos, mas foram mais frequentes na RT1.

Discussao: este estudo demonstra pela primeira vez a presenca e distribuicdo de
subconjuntos de linfocitos B em lesées de hanseniase e sua potencial influéncia na
resposta imunolégica. Tais achados poderdo contribuir para o desenvolvimento de
novas terapias-alvo e refinamento do manejo da doenca.

Palavras-chave: Hanseniase. Subpopulagcdes de linfécitos B. Imunidade.
Imunohistoquimica. Imunopatogénese. Mycobacterium leprae.



ABSTRACT

Froes Junior LAR. B-lymphocyte subsets in the cutaneous lesions of tuberculoid,
indeterminate, virchowian leprosy, and reactional states [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2024.

Introduction: Leprosy, a chronic infectious disease, involves a complex interaction of
immune responses. While extensive research has focused on cellular immunity, the
role of B lymphocytes, including B-1 cells, Marginal Zone B cells (MZB), Regulatory B
cells (Bregs), and Effector-1 B cells (Be1), remains less elucidated. This study aims to
investigate the distribution of these B cell subsets in leprosy skin lesions, contributing
to a better understanding of leprosy pathogenesis.

Methods: Immunohistochemical and morphometric analyses were performed to
examine the presence of B cell subsets in various leprosy subtypes. The study focused
on the distribution of CD20+ B lymphocytes, along with the quantification of their
subsets (B-1, MZB, Bregs, and Be1) in skin lesions of different clinical forms of leprosy
and reactional states.

Results: B cells predominated in tuberculoid lesions, while MZB-1 expression
exhibited heterogeneity among leprosy subtypes. Type 1 Reaction (T1R) lesions
showed significantly higher B-1 and MZB cell counts compared to Type 2 Reaction
(T2R), lepromatous leprosy (LL), and indeterminate leprosy (l). Interestingly, the
expression of PAX5/MZB-1 (B-1 and MZB cells) revealed a pattern very similar to
PAXS5/CD5 (only B-1 cells), with predominant expression in the Th1 pole. In reactional
states, especially T1R, all B cell subsets were present in significantly higher numbers
than in other groups. Be1 cells, associated with Th1 response, were markedly present
in T1R and the tuberculoid form (TT). Breg lymphocytes were consistently scarce in all
groups but were more frequent in T1R.

Discussion: This study demonstrates, for the first time, the presence and distribution
of B cell subsets in leprosy lesions and their potential influence on the immune
response. These results may contribute to the development of new targeted therapies
and refinement of disease management.

Keywords: Leprosy. B-lymphocyte subsets. Immunity. Immunohistochemistry.
Immunopathogenesis. Mycobacterium leprae.
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1. INTRODUGAO

As manifestagdes espectrais da hanseniase refletem de maneira intrincada a
resposta imune do hospedeiro contra o Mycobacterium leprae(1). A imunidade celular,
particularmente o equilibrio entre a dominancia Th1 e Th2, emerge como um
determinante chave na apresentacao clinica da hanseniase (2). Embora os linfocitos
T tenham sido extensivamente estudados nesse contexto, o papel dos linfocitos B nas
lesbes de hanseniase, reconhecido desde as observacdes de Ridley em 1974, ainda

permanece inadequadamente caracterizado (3) (4).

Os linfocitos B de mamiferos abrangem conjuntos distintos, incluindo linfocitos
B2 foliculares, linfocitos B-1, linfécitos B da Zona Marginal (MZ B), linfocitos B
Reguladores e linfocitos B Efetores-1 (Be1) (5) (6-8). Os linfécitos B-1, originados
durante o desenvolvimento fetal, habitam a cavidade peritoneal, exibindo
autorrenovagao e secreg¢ao esponténea de IgM. Em condigdes normais, os linfocitos
B-1 servem como uma ligacao entre a imunidade intrinseca e adaptativa, secretando
espontaneamente IgM multirreativa, facilitando a eliminagéo precoce de bactérias.
Além disso, os linfocitos B-1 ativam macréfagos e células dendriticas, promovendo a
eliminagdo por meio da liberacdo de componentes necréticos e apoptaticos,
juntamente com a secregéo de citocinas (9, 10).

Os linfécitos B da Zona Marginal (MZ B), outro grupo de linfocitos B, residem
nas periferias dos foliculos linfoides dentro do bago e varios 6rgdos. Essas células
desempenham um papel crucial na orquestracao de respostas rapidas de anticorpos
contra micrébios transportados pelo sangue ricos em polissacarideos. Juntamente
com as células B-1, sdo chamadas de linfocitos B do tipo inato (ILBs) ou linfécitos B
reguladores do tipo inato (Bregs), devido a sua capacidade de secretar IL-10, uma
citocina reguladora (11). Bregs contribuem para respostas imunes cutaneas e exibem
acbes tanto pro-inflamatérias quanto regulatérias (12). Atuando em contextos
autoimunes, inflamatérios e infecciosos, as Bregs também desempenham um papel
na indugao de células T reguladoras (Tregs) com fungdes supressoras amplas (13).
Evidéncias recentes sugerem que os ILBs podem ser diretamente estimulados por
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micrébios como parasitas e bactérias, levando a uma resposta regulatéria por meio

da produgédo de IL-10 durante infec¢des (14).

Dentro do espectro de subconjuntos de linfécitos B, uma entidade
recentemente reconhecida surgiu - o linfécito B efetor 1 (Be1). Essa populagao
enigmatica, compartilhando semelhangas com as estabelecidas células T auxiliares 1
(Th1), parece servir como um elo conectivo entre as respostas imunes inatas e
adaptativas (15). Os linfocitos Be1 liberam citocinas inflamatérias semelhantes as Th1,
como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 12
(IL-12) (16). Os linfocitos Be1 participam da resposta imune inata contra bactérias,
como Borrelia burgdorferi, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium,
Francisella tularensis, Listeria monocytogenes e Mycobacterium bovis (17).

Apesar dos linfécitos B serem parte integrante do sistema imune da pele, sdo
poucas as investigagdes sobre sua participacdo nas doencgas cutaneas. Na
hanseniase os poucos trabalhos tém focado principalmente o estudo dessas células
no sangue dos doentes e raramente nas lesdes de pele.

Ao dissecar a intrincada interagédo entre esses subconjuntos de linfécitos B e o
ambiente micobacteriano nas lesbes de hanseniase, nossa investigagcdo visa
proporcionar uma compreensao abrangente da resposta imune na hanseniase. Além
de abordar lacunas existentes no conhecimento, os resultados obtidos teriam o
potencial de informar estratégias terapéuticas e aprimorar abordagens de manejo da

doenca, abrindo novos caminhos para intervencdes eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario:

O presente projeto tem por objetivo verificar a participacdo de subconjuntos de
linfocitos B nas lesdes de pele das formas tuberculdide, virchowiana, indeterminada e

nos estados reacionais da hanseniase.

2.2 Objetivos Secundarios:

Verificar a presenga e comparar o numero de linfécitos B (CD20+) em lesdes
de pele de doentes com as formas tuberculoide, virchowiana, indeterminada e nas

reacdes de tipo 1 e 2, por técnica de imuno-histoquimica

Verificar a presenca e comparar o numero de células que expressam o
marcador MZB-1 (linfocitos B-1, linfécitos da Zona Marginal e plasmdécitos) em lesdes
de pele de doentes com as formas tuberculoide, virchowiana, indeterminada e nas

reacdes de tipo 1 e 2, por técnica de imuno-histoquimica

Verificar a presenca e comparar o numero dos subtipos de linfécitos B em
lesdes de pele de doentes com as formas tuberculoide, virchowiana, indeterminada e

nas reacodes de tipo 1 e 2, por técnica de imuno-histoquimica de dupla marcagao:

- Linfécitos B-1 Linfocitos (com co-expressédo de PAXS e CD5);

- Linfocitos B-1 e da Zona Marginal (com co-expressao de PAX5 e MZB-1);

- Linfocitos B efetores-1 (com co-expressao de CD20 e Tbet);

- Linfocitos B reguladores (com co-expressao de CD20 e c-MAF - fator de

transcrigdo de interleucina 10).

Demonstrar por técnica de imuno-fluorescéncia de dupla marcagdo com
microscopia confocal a laser a presenca de linfocitos B (PAX5+) que co-expressam a
Imunoglobulina M (IgM) (linfocitos B-1) na reagao tipo 1.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A Doenga de Hansen (hanseniase) é uma doenga infectocontagiosa causada
pelo Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis que tém o homem como
hospedeiro principal (18). Apesar de sua incidéncia em queda, ainda é uma importante
causa de morbidade em alguns paises do mundo, sendo o Brasil um dos mais

atingidos, onde ainda se registram cerca 30 mil casos por ano (19).

Estima-se que mais de 95% dos individuos infectados sejam naturalmente
resistentes ao M. leprae, jamais desenvolvendo qualquer sintoma da doenga. Entre
individuos sintomaticos, a doenga se manifesta ao longo de um espectro clinico que,

classicamente, tem sido dividido em cinco diferentes apresentagdes (20).

Em um dos po6los da doencga situa-se a forma tuberculéide (HT), com lesdes
em pequeno numero, hipocromicas e com perda de sensibilidade térmica. O exame
anatomopatoldgico destas lesdes caracteriza-se pela formagdo de granulomas bem
delimitados, rodeados por um anel de linfécitos, formados por células epitelidides,
células gigantes multinucleadas e macréfagos com poucos ou nenhum bacilo. No
outro polo do espectro, individuos com a forma virchowiana (HV) demonstram uma
resposta imune humoral, com abundante producado de anticorpos especificos anti-M.
leprae, todavia com uma resposta imune celular bastante débil. Clinicamente, esses
individuos se apresentam com um numero alto de lesdes, com auséncia de
granulomas ao exame histologico, porém com abundancia de macréfagos espumosos

repletos de bacilos - as chamadas células de Virchow (21).

Entre os polos virchowiano e tuberculdide, existem as formas intermediarias,
também denominadas dimorfas. S&o estas: dimorfa - tuberculdide, dimorfa - borderline
e a dimorfa - virchowiana. Estas apresentacdes formam um espectro entre os dois
polos, no qual se nota um gradual aumento da resposta imune humoral - e
concomitante enfraquecimento da resposta imune celular - a medida que a forma

clinica se desloca do pdlo tuberculoide para o pdélo virchowiano (20).
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Existe ainda a chamada forma indeterminada (HI) da hanseniase,
caracterizada clinicamente apenas pela existéncia de uma macula hipocrémica com
reducao de sensibilidade e, ao exame histoldgico, pela presenga de um infiltrado linfo-
histiécitario, de localizacdo perineural e perianexial, podendo evoluir com cura

esponténea ou para alguma das formas classicas (21).

3.1 Mecanismos imunolégicos na hanseniase

A caracteristica espectral da hanseniase é relacionada a capacidade de
resposta imune, tanto inata como adaptativa, frente ao M. leprae (1).

O M. leprae € um bacilo gram-positivo, alcool-acido resistente e parasita
intracelular obrigatério, com tropismo por macrofagos e células de Schwann. O bacilo
de Hansen possui parede celular rica em lipidios, dentre os quais destaca-se o
glicopeptideo fendlico 1 (PGL-1), envolvido no mecanismo de escape do bacilo do

fagolisossomo da célula hospedeira (22).

A atividade microbicida dos macréfagos envolve a produgdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, atraves, respectivamente, do complexo NADPH-
oxidase e do Oxido nitrico. Nas lesdes de HT observa-se uma maior expressao da
enzima oxido nitrico sintase induzida (INOS) devido a uma maior ativagao da resposta
Th1 (22).

Também importantes na resposta ao bacilo M. leprae, as células de Schwann
humanas séo capazes de processar e apresentar antigenos a linfocitos T CD4+, o que
desencadeia um processo inflamatério que as destr6i com consequente
desmielinizagdo dos nervos periféricos, contribuindo para o desenvolvimento de
lesdes neurais (23). Um outro mecanismo por meio do qual M. leprae estimula o
processo inflamatorio é através do aumento da sensibilidade da célula de Schwann a
citocina pro-inflamatoria fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (24).

Um papel importante neste processo também é atribuido aos receptores do tipo
Toll (TLRs), um tipo de receptor de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR)
presente nos macrofagos. Na hanseniase os TLR 2 e 4 reconhecem o bacilo de
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Hansen, ativam o macrofago, que produz a interlecucina (IL) -12 que induz a produgao

de citocinas pro-inflamatorias e a eliminag&o do bacilo (25).

A imunidade celular tem atuacio central na resposta ao M. leprae, definindo a
historia natural da doencga, que pode evoluir desde uma disseminacao praticamente
irrestrita (polo virchowiano), até a cura espontanea, passando por um quadro
intermediario de progressdo mais limitada (polo tuberculdide). Na hanseniase é
evidente a correlagdo entre o brago do sistema imune predominantemente ativado
(Th1 ou Th2) e a apresentagdo clinica da doenga, estando a resposta celular
associada a um quadro clinico limitado/cura, ao passo que o predominio da resposta

humoral se correlaciona mais fortemente com formas disseminadas (26).

As reacdes hansénicas sao formas clinicas caracterizadas por reacdes de
hipersensibilidade aguda, cursando com agravamento do quadro clinico ja
apresentado ou com o surgimento de lesdes novas, podendo ocorrer antes, durante
OU mesmo anos apos a cura da doenca. Representam a principal complicagdo da
doenga, a qual exige tratamento imediato para prevengdo de danos neurais
permanentes (27).

Os episodios reacionais podem ser de dois tipos: (1) reagdo reversa e (2)
eritema nodoso hansénico. A reagcdo reversa ocorre em cerca de um terco dos
pacientes com formas dimorfas, enquanto o eritema nodoso hansénico ocorre em
cerca de 50% dos pacientes com a forma virchowiana e em cerca de 10% dos
pacientes com formas dimorfa, sobretudo naqueles com baciloscopia igual ou superior
a 4+ (28).

3.2 Imunofenétipo dos linfécitos na hanseniase

Nas formas limitadas da hanseniase (paucibacilares) ha predominio de
linfocitos T CD4+, com poucas células T CD8+, enquanto na forma virchowiana,
observa-se um predominio de linfécitos T supressores (CD8+), acompanhado de
células T CD4+ “naive” (29).
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Trabalhos mais recentes demonstraram, nas lesdes de hanseniase e no
sangue dos doentes, a presenca de linfocitos reguladores (Treg), caracterizados
fenotipicamente pela expressdo de CD4+, CD25+ (receptor de interleucina (IL) - 2 e
FOXP3+ (proteina P3 do fator de transcricdo). As células Treg compreendem 10%
dos linfécitos T CD4+ no sangue periférico de seres humanos (30). Estas células
suprimem as respostas imunes celulares tanto através do contato direto com células
efetoras imunes quanto pela produgdo de citocinas reguladoras como o fator
transformador de crescimento beta (TGF-) e IL-10, exercendo assim um papel na

manutengao da auto-tolerancia imunolégica e homeostase (31)

A reagado reversa (reagdo de tipo 1) caracteriza-se por infiltrado celular
composto predominantemente por linfocitos T CD4+, além de macrofagos CD163+.
Os linfécitos T CD4+ das lesdes cuténeas e neurais sdo responsaveis pela produgao
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y), responsaveis pela
dor e edema caracteristicos deste tipo de reacéo (32).

O eritema nodoso hansénico (reagao de tipo 2) caracteriza-se por processo
inflamataorio sistémico relacionado a deposigcéo extravascular de imunocomplexos (IC)
com exsudato neutrofilico que se soma ao infiltrado macrofagico pré-existente. N&o
esta claro ainda se representa uma reacao de hipersensibilidade tipo IIl mediada por
IC ou se a presenca de IC & apenas um epifenbmeno. Uma vez que este tipo de
reagcao ocorre mais comumente em pacientes com as formas clinicas dimorfas e
virchowiana, é possivel que o grande numero de antigenos presentes, bem como a
elevada producdo de anticorpos caracteristica das respostas Th2, contribuam para a
formacéo destes imunocomplexos. Ocorre um aumento na proporgao de linfocitos T
CD4+/CD8+ tanto na pele quanto no sangue dos pacientes. O eritema nodoso
hansénico se caracteriza ainda pela presenca de altos niveis de TNF-q, além de
citocinas caracteristicas da resposta Th2 (33).

Os linfocitos B também sédo encontrados em meio aos infiltrados inflamatérios
de lesdes de hanseniase (3), ainda que sua participagdo na resposta ao bacilo n&o
seja ainda bem conhecida.
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3.3 Linfocitos B

Os linfécitos B dos mamiferos sdo compostos por subconjuntos com diferentes
funcionalidades. Os trés subconjuntos principais de linfécitos B sdo, nomeadamente,
linfocitos B2 foliculares, linfocitos B-1 e linfocitos B da zona marginal (MZ B) (5).

Os linfocitos B-1, que surgem no inicio da ontogenia tanto em murinos como
nos seres humanos, abrangem o que ja foi conhecido como linfocitos B Ly-l (ou
CD5+). Compreendem os linfécitos B-1a que expressam CD5, além dos marcadores
caracteristicos como CD19 e CD20 p.ex. e constituem a maioria das células B-1 na
normalidade. Os linfécitos B-1b compartilham caracteristicas fenotipicas e funcionais
com linfécitos B-1a, mas ndo expressam niveis detectaveis de CD5. E necessario
distinguir linfocitos B-1 da maioria das células B maduras que surgem mais tarde na
ontogenia e s&o encontradas em orgdos linfoides adultos. Os linfocitos maduros

devem ser designados como linfocitos B convencionais ou B-2 (34).

Linfocitos B-1 sdo normalmente indetectaveis na medula 6ssea, linfonodo,
placas de Peyer e timo. Sdo encontrados em frequéncia muito baixa no bago e no
sangue periférico, e s&do relativamente abundantes na cavidade peritoneal. Estas
células produzem a maior parte dos anticorpos poli reativos, como a imunoglobulina
(lg) M que podem reagir com uma vasta gama de antigenos e, por conseguinte, foi
sugerido que participassem da resposta imune inicial antes que clones de linfécitos B
especificos fossem desenvolvidos e recrutados. Além da produc¢ao de anticorpos, os
linfocitos B também participam ativamente da regulagao imunoldgica, atuando como
células apresentadoras de antigenos e pela secregao de citocinas (5).

As fungbes de regulagédo imunoldgica sao restritas aos linfécitos B-1 e MZ B,
que compartiiham muitas propriedades com células imunes inatas que se
especializam em respostas a patdogenos e podem representar um tipo de linfécito B
de memoria e células B-1, constitutivas e espontdneas que secretam anticorpos
“naturais” e influenciam outros elementos da atividade imunolégica (11). Devido a isso,
os linfocitos B-1 e MZ B s&o também denominados linfécitos B semelhantes a inatos
(ILBs). Em contraste com os linfécitos B2, os ILBs (incluindo linfocitos B-1 e MZ B)

tém capacidade de produzir quantidades elevadas de IL-10 apds ativacao inata.
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Nesse sentido, esses ILBs produtores de IL-10 foram classificados como Bregs
"inatos". O papel regulador desses linfocitos tem sido demonstrado nos processos de
autoimunidade, inflamatdrios e infecciosos (14).

Os linfécitos B-1 desempenham papéis criticos na defesa contra a invasao
microbiana. Além de secretar anticorpos naturais, exercem fungdes que influenciam a

expanséo e diferenciacdo das células T (11).

Parasitas e bactérias podem estimular diretamente os ILBs para produzir IL-10,
e estes linfécitos B reguladores (Bregs) exercem uma fung¢do reguladora na doenca
resultando em efeito protetor ou deletério, dependendo do modelo de infecgao (14).
Apenas alguns estudos abordaram diretamente a participagdo de Bregs em infecgoes
bacterianas. Neves et al. demonstraram que a Salmonella typhimurium, através do
fator de diferenciagado mieldide 88 (MyD88) e TLR2/4, pode estimular diretamente os

linfocitos B para produzir IL-10 (35).

Ha ainda controvérsias na literatura sobre a existéncia de linfocitos B-1 e MZ B
no ser humano. Entretanto, muitos trabalhos publicados demonstram a existéncia de

linfocitos B que secretam IL-10, portanto linfécitos Bregs, nas doengas humanas (14).

Além disso, os linfocitos B também podem exercer fungao efetora semelhante

a observada nos linfocitos T (36).

3.4 Linfécitos B e pele

A pele esta constantemente exposta a uma grande variedade de agressoes e,
desse modo, tem mecanismos dependentes da atuagdo conjunta da imunidade inata
e adquirida para manter a sua homeostase. Esses mecanismos sido representados
pelo chamado sistema imune da pele. O sistema imune da pele (SIS) é composto por
linfocitos T, células dendriticas (células de Langerhans), linfocitos T CD8+ e
queratinécitos na epiderme. Na derme os elementos celulares do SIS sao
representados por linfocitos T (CD4+ e CD8+), linfocitos B, células natural killer,
células dendriticas apresentadoras de antigenos, mastocitos, macrofagos e células
endoteliais (37).
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Embora o conceito da pele como 6rgao imune tenha sido reconhecido (37, 38)
o papel dos linfocitos B nos mecanismos de imunidade na pele tém sido pouco
abordados.

Estudos mais recentes focam o envolvimento dos linfécitos B nos processos

inflamatdrios, infecciosos e neoplasicos da pele.

Os linfocitos B além da producao de anticorpos exercem funcdes de células
apresentadoras de antigenos (APC), secretam citocinas que potencializam respostas
imunes locais e sistémicas. Ha evidéncias de que os linfocitos B atuam tanto na
homeostase, quanto nas doengas da pele, com agao pro-inflamatoria e reguladora
(12).

Os linfocitos B expressam marcadores de "homing" para a pele, indicativos de
sua capacidade de se dirigir para locais de inflamagdo cutédnea, que foram
identificados tanto na pele normal quanto na pele doente. Além do envolvimento nos
estagios iniciais das respostas imunes da pele através da produgdo de anticorpos
inespecificos, as células B maduras também contribuem para a resposta imune
especifica da pele, produzindo anticorpos tanto localmente quanto circulantes. Além
disso, podem maturar para se tornarem células B efetoras secretoras de citocinas que
sdo capazes de modular respostas imunes cutaneas por meio da producédo de
citocinas pré ou anti-inflamatorias, dependentes do microambiente pré-existente na
pele (12).

A presenca de células B inatas-"like" que secretam IL-10 foi demonstrada tanto

na pele de camundongos como de humanos (39).

3.5 Linfécitos B nos processos infecciosos

Os linfécitos B reguladores (Bregs) sdo um subconjunto de linfocitos B, que
supostamente exercem efeitos imunomoduladores significativos através da produgéo
de IL-10, IL-35 e TGF-B. Os Bregs participam dos processos patolégicos de doencgas

autoimunes e alérgicas por meio de mecanismos imunorreguladores especificos e n&o
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especificos. Embora a IL-10 seja produzida por varios tipos de células e exiba varios
efeitos pleiotropicos, a expresséo de IL-10 por Bregs, humanos e de camundongos, é
central para a regulagdo negativa de respostas imunes adaptativas e inatas. A
diferenciagdo de células T em células T auxiliares (Th), incluindo células Th1, Th2 e
Th17, que possuem capacidade protetora durante a infec¢do, pode ser inibida por IL-
10. A IL-10 suprime a secregao de IL-22, IL-17 e IFN-y por linfocitos T CD4+. Além
disso, IL-10 pode atenuar a diferenciacéo de células T CD8+ em linfécitos T citotdxicos
(CTLs) sob certos estimulos. A deplecéo de Breg in vitro leva ao aumento da atividade
de CTLs, enquanto a ativagao de Bregs contribui para a atenuagao das fungdes de
CTLs. Os linfécitos Bregs contribuem potencialmente para os niveis elevados de IL-
10 no ambiente inflamatdrio e, desse modo, induzem células T reguladoras (Tregs),
que exibem fungdes supressoras mais amplas (13). Esse mesmo autor revisou a

participagéo de linfocitos Bregs nos processos infecciosos:

Nas infecgdes virais o envolvimento de Bregs é principalmente através de

efeitos imunolégicos mediados por IL-10.

Nas doencgas parasitarias foi verificado que a IL-10 produzida por Bregs &
necessaria para a suscetibilidade a infeccdo por Leishmania major LV39 em
camundongos BALB/c e para a polarizagao da resposta das células Th em relagéo ao
fendtipo Th2. Linfocitos B de camundongos infectados com Schistosoma secretam IL-
10 e promovem também o desenvolvimento da resposta imune Th2. Linfécitos B de
doentes com leishmaniose visceral exibem maior capacidade de diferenciagdo em
células B secretoras de IL-10, com o potencial de inibir a ativagao, proliferagéo e
secregao de citocinas por células T CD4+, em comparagcdo com controles saudaveis
(40).

Nas infec¢des por Mycobacterium tuberculosis, a tuberculose ativa tem sido
diretamente associada as altas frequéncias de linfécitos Bregs (CD19+ CD1d+ CD5+)
que apresentam maior atividade supressora e inibem seletivamente a ativacdo das
células Th17 pelo contato celular direto na auséncia de IL-10. Os pacientes com
tuberculose cavitaria apresentam frequéncias significativamente maiores de células B
CD19+ CD1d+ CD5+. Estes achados sugerem que Bregs prejudicam a imunidade
protetora e aumentam a gravidade dessa micobacteriose (41).
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Como anteriormente exposto, em varios modelos de infecgao, os linfécitos B
demonstraram influenciar o desenvolvimento e a manutencdo das fungdes dos
linfocitos T CD4+ e CD8+; isso sugere que os linfécitos B tém fungdes reguladoras,
algumas das quais podem ser dependentes da produgao de citocinas. Entretanto, foi
verificado que linfocitos B tém o potencial de se diferenciar em duas populacdes
distintas de células efetoras (Be1 e Be2) que produzem IFN-y e IL-4, respectivamente.
As células B humanas expressam IL-12R funcional. A IL-12 inicia uma cascata de
eventos moleculares levando a expressdo de IFN-y pelos linfécitos B, com o
envolvimento do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 4 (STAT4) e do T-box,
que € normalmente expresso em células T (T-bet), o que foi comprovado também por
técnicas de imunofluorescéncia de dupla marcacao. Esses dois fatores de transcrigao
estdo criticamente envolvidos no desenvolvimento de Th1 (16).

A existéncia de linfocitos B/T-bet+ também foi demonstrada no microambiente
da Doenga de Hodgkin. A expressao de T-bet nos linfocitos B indica um fendtipo B
efetor 1 (Be1), que compreende um grupo de células B que se assemelham as células
Th1 (42).

3.6 Linfocitos B na hanseniase

A presencga de linfocitos B nas lesbes de hanseniase foi inicialmente descrita
por Ridley et al. (3). Ha discordancias quanto ao nivel de linfécitos B no sangue dos
doentes com hanseniase. Na hanseniase ativa os linfocitos B foram relatados como
aumentados em numero (43). Entretanto, Mendes et al. (44) observaram diminuicéo
de linfocitos B e T no sangue de 30 doentes virchowianos. Esses dados sé&o
concordantes com os de Chogle et al. (45).

Na leishmaniose e outras doengas granulomatosas, os linfocitos B contribuem
para o desenvolvimento e manuteng¢ao do granuloma, provavelmente influenciando o
recrutamento de outras células inflamatorias, como macréfagos e linfocitos T (46). No
entanto, paradoxalmente, a hanseniase tuberculdide exibe uma forte resposta
granulomatosa apesar de apresentar poucos linfécitos B nas lesdes (47). lyer et al.
(48), através de cultura organotipica de pele de pacientes com hanseniase,
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demonstraram a presencga de linfécitos B, em diferentes estagios de maturagéo e
funcionalmente ativos que poderiam secretar anticorpos especificos anti-M. leprae
incluindo os da regido dimorfa tuberculdide do espectro da doencga.

Os mecanismos pelos quais os linfocitos B se acumulam e se diferenciam nas
lesbes da hanseniase n&o estdo esclarecidos. Ochoa et al. (25) demonstraram que a
producdo de IL-5 por linfécitos T e a presengca do M. lepre nas lesdes de HV
promoveriam a producédo de IgM por linfécitos B. De acordo com esses autores,
embora os anticorpos possam ser fundamentais nas respostas iniciais para protecao,
a presenca de linfécitos B e seus mediadores na infecgéo crénica pode contribuir para
a imunopatologia da doenca. Esses autores, por analise de bioinformatica,
observaram que a expressao de genes relacionados a secregéo de imunoglobulinas
nas lesbes de HV difere daquela da HT. As imunoglobulinas M e A sdo mais
abundantes nas lesdes de pacientes com HV. Esses autores demonstraram por
técnica de dupla marcagao por imunofluorescéncia que as células que expressam IgM
nas lesées de HV sdo plasmdécitos. Além disso, culturas de mondcitos do sangue
estimuladas com M. leprae produzem quase 20 vezes mais IgM na presenca de IL-5,

sem concomitante aumento significativo na produgao de IgA ou IgG.

Apesar de os anticorpos nao atuarem na protecdo na hanseniase, alguns
dados sugerem seu papel protetor nas fases precoces dessa doencga e de outras
infecgdes micobacterianas. Além disso, a produgao local de anticorpos também pode
contribuir para a imunopatologia e lesdo tecidual observada nessa micobacteriose.
Segundo esses autores, o conhecimento dos mecanismos da produgéo local de
anticorpos pode fornecer alvos para monitoramento e intervencgéo no tratamento das

lesbes teciduais da hanseniase (49).

Biswas et al. (50) conduziram um estudo indicando uma redug&o progressiva
no numero de linfocitos B da hanseniase paucibacilar (mais frequentes) para a forma
multibacilar até a RT2 (mais raras), ndo observando variagao significativa no infiltrado
de plasmacitos entre as formas da doenga. No entanto, ao contrario do estudo
anterior, Fabel et al. (47) destacaram um aumento substancial no infiltrado de células
CD138+ (plasmocitos) de amostras negativas para baciloscopia para amostras

positivas, sugerindo uma participagdo mais proeminente dessas células em formas
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mais difusas da doenga. No que diz respeito aos linfécitos B, Fabel et al. (47). notaram
uma distribuicdo semelhante a descrita por Biswas et al.(50), com uma redugao
progressiva da hanseniase paucibacilar para a multibacilar e a reagao tipo 2. Além
disso, Fachin et al. (4) observaram que linfocitos CD20+ eram mais abundantes em
amostras de HT, enquanto plasmodcitos CD138+ nao apresentaram diferencas
detectaveis. Juntos, os resultados desses estudos indicam que as células B e
plasmocitos podem desempenhar papéis distintos na patogénese da hanseniase,
influenciando desde as formas paucibacilares até as RT2.

A revisao da literatura deixa clara a relevancia do estudo da hanseniase em
nosso pais. Os seus aspectos imunopatolégicos tém sido objeto de numerosas
pesquisas nacionais e internacionais, uma vez que a hanseniase representa modelo
de doencga espectral. Muitos estudos focam na participacdo dos elementos celulares
e moleculares da resposta do hospedeiro frente ao M. leprae em amostras de sangue
e, por vezes, nas lesdes dos pacientes. Entretanto, o papel dos linfocitos B na resposta

imune in situ da hanseniase foi pouco investigado.

Acreditamos que a avaliagdo comparativa de subconjuntos de linfocitos B nas
formas polares e Indeterminada da hanseniase, bem como nos estados reacionais,
podera contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos imunopatolégicos
dessa doenca. Ademais, considera-se que, em varias doencgas inflamatorias e mesmo
neoplasicas, o melhor conhecimento do envolvimento dos linfocitos B e seus
subconjuntos nos mecanismos patogenéticos pode conduzir e justificar o uso de
terapias-alvo especificas (51-53), o que podera vir a ser aplicado na hanseniase e em

seus estados reacionais.
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4. CASUISTICA E METODO

4.1 Declaragao de ética

Esta pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica para Anélise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FCMUSP) sob numero do parecer 2.966.174 (Anexo
A).

4.2 Desenho e Casuistica

Trata-se de um estudo de série de casos, cuja casuistica se obteve pela analise
retrospectiva de amostras de lesdes cutdneas de doentes com hanseniase, colhidas
com o objetivo de diagndstico e classificagcdo da doenga e estados reacionais, no
periodo de 2007 a 2019.

As amostras estavam armazenadas no arquivo do Laboratério de
Dermatopatologia da Divisao de Clinica Dermatolégica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Para revisdo e confirmagdo diagndstica da doenga fez-se a analise de cortes
histolégicos, de cada amostra, corados pela hematoxilina eosina e pela técnica de
Faraco para demonstracdo de bacilos alcool-acido resistentes. Obteve-se a
classificagdo das formas clinicas e reacionais pela associacdo dos dados
histopatoldgicos e clinicos obtidos pela consulta dos prontuarios dos pacientes.

A selegao final das amostras teve como base o diagndstico clinico patologico
dos subgrupos de estudo da doenga e estados reacionais, considerando-se a
adequacao da mesma para a obtencdo de cortes histoldgicos a serem submetidos as

técnicas imuno-histoquimicas propostas.

Desse modo, a casuistica compreendeu amostras de pele de 95 doentes com

as apresentagdes clinicopatologicas da hanseniase: tuberculdide (23 amostras),



28

indeterminada (14 amostras), virchowiana (18 amostras), reacdo de tipo 1 (19

amostras) e eritema nodoso hansénico (21 amostras).

A tabela 1 apresenta os dados clinicos e demograficos do grupo de estudo.

Tabela 1. Identificacdo dos 95 casos estudados pelo numero de registro na pesquisa,

forma clinica, idade, sexo e local da les&o biopsiada.

FORMA AMOSTRA IDADE SEXO LOCAL DA LESAO
TUBERCULOIDE LAF17A 57 F BRACO E
LAF14B 60 F SOBRANCELHA D
LAF7A 33 M COTOVELO D
LAF7B 71 M MAO E
LAF14A 39 F FLANCO D
LAF8A 12 M ANTEBRACO D
LAF8B 57 M FLANCO E
LAF9A 25 F COTOVELO D
LAF9B 44 M PERNA E
LAF10A 60 M ANTEBRACO D
LAF11A 15 M JOELHO D
LAF12B 30 F REGIAO FRONTAL
LAF13A 70 M BRACO E
LAF13B 36 M PERIOCULAR D
LAF15B 58 M GLUTEO D
LAF16A 80 M COXAE
LAF16B 13 F SOBRANCELHA D
LAF18 45 M JOELHO E
LAF15A 52 F SOE
LAF11B 45 F COTOVELO D
LAF10B 27 M MALAR E.
LAF17B 29 F COXAD
LAF12A 70 F PERNA D
INDETERMINADA LAF19A 41 F ANTEBRACO E
LAF19B 57 F COXAD
LAF20A 40 F MANDIBULAR E
LAF20B 50 F HEMIFACE E
LAF21A 9 F MALAR D
LAF21B 55 F HEMIFACE D
LAF22A 60 M MANDIBULAR E
LAF22B 35 M INFRAPATELAR
LAF23A 17 F FACEAE
LAF23B 50 M MSD
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LAF24B 8 M MALAR E

LAF25B 39 M DORSO DIREITO

VIRCHOWIANA LAF37A 19 F PERNAE

LAF38B 56 M JOELHO D

LAF39B 23 F PALMAR D

LAF40B 84 M LOMBAR

LAF41B 43 M PUNHO D

LAF42B 59 M SOE

LAF43B 62 M DORSO

LAF44B 56 M DORSO

LAF45B 53 M DORSO

LAFO1A 36 F ANTEBRACO

LAF02A 39 M BRACO D

LAFO3A 59 M ANTEBRACO E

LAF04B 41 M ANTEBRACO E

LAF05B 31 M ANTEBRACO

LAFO6A 53 M PERNAE

LAF46B 32 F PERNA D

LA47B 54 F TORAX ANTERIOR

LAF50A 32 M BRACO D

LAF48B 41 M COTOVELO E
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REACAO TIPO 1 LAF27B 48 F FRONTE
LAF27A 73 M SOE
LAF28B 54 M TORAX ANTERIOR
LAF29A 56 M PERNA D
LAF29B 56 M MSE
LAF30A 54 F DORSO
LAF30B 53 F JOELHO D
LAF31A 80 F BRACO D
LAF31B 53 M ESCAPULAR D
LAF32A 49 F COTOVELO D
LAF32B 16 M BRACO E
LAF33A 70 M ANTEBRACO E
LAF33B 26 M COTOVELO D
LAF34A 79 F JOELHO E
LAF34B 42 M COXAE
LAF35A 71 M BRACO DIREITO
LAF35B 18 M BRACO E
LAF36 42 F GLUTEO D
LAF28A 31 M DORSO

Especificamente para comparagdes de linfocitos B, analisamos como grupo
controle dez amostras de pele normal (face medial do antebrago). Essas amostras

foram anteriormente coletadas e estudadas por Quaresma et al.(54).

Ao contrario das células dendriticas e linfocitos T, os linfécitos B sao
conhecidos por serem muito escassos na pele normal em condigcbes de homeostase
(55). No entanto, optamos por estabelecer um grupo de controle dedicado para
linfocitos B (imunomarcados com o anticorpo CD20) para reafirmar essa observagao
e eliminar a necessidade de controles de pele normal na avaliagdo de subconjuntos

de linfocitos B.

4.3 Técnicas de imuno-histoquimica — protocolo de reag¢ao para

um unico anticorpo (para deteccao de células CD20+ e MZB-1+)

Os cortes histologicos foram obtidos a partir de material embebido em parafina
e colhidos em laminas de vidro com carga elétrica, para melhor aderéncia. A seguir,
foram desparafinados em banhos de xilol e hidratados por cadeia descendente de
etanol. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito em peroxido de hidrogénio 10V e

em seguida as laminas foram novamente lavadas em agua corrente e agua destilada.
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Foi feita exposicdo antigénica com solugéo “retrieval” de recuperagédo de antigenos
(Dako), pH 9,0 por 20 minutos a 95°C. Os cortes histologicos foram novamente
lavados em agua corrente, agua destilada e solugdo salina tamponada por fosfatos
(PBS) pH 7,4. A seguir foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com
incubacgéo em solugao de leite desnatado (Molico, Nestlé ®) a 10% durante 30 minutos
a temperatura ambiente. A etapa seguinte constituiu-se da incubag&o dos espécimes
com os anticorpos primarios, diluidos em solugao 1% de albumina bovina fragao V
(SERVA cdéd. 11930) acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7,4, “over-night” a
4°C. Apds duas lavagens com PBS por cinco minutos cada, procedeu-se a incubagéo
com o anticorpo secundario anti-imunoglobulina de coelho ou camundongo, durante
30 minutos a 37°C. Os espécimes foram novamente lavados em PBS e incubados
com os sistemas de polimeros especificados na tabela 2, formados por duas etapas
de 30 minutos de incubagéo, constituidas por reagente pos-primario e polimero. Apos
nova lavagem em PBS, a reagdo foi revelada com solugdo cromdégena de
diaminobenzidina (3,3’- diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO/USA,
cbd. D5637) 0,03% acrescida de 1,2 ml de agua oxigenada 3%. A intensidade de cor
acastanhada foi controlada ao microscopio optico através dos controles positivos que
acompanharam cada reagao. Os cortes histoldgicos foram lavados em agua corrente
por 10 minutos, contracorados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavados
em agua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A montagem das

laminas foi feita com resina.

Fragmentos histologicos de amigdala palatina representaram o controle
positivo das reagdes. O controle negativo das reacdes foi obtido pela omissdo dos
anticorpos primarios que foram substituidos por PBS ou soros isotipicos né&o
reagentes.

4.4 Técnica imuno-histoquimica — protocolo de reagao de dupla

marcacgao

As técnicas de dupla marcacgao foram otimizadas a partir do protocolo descrito
por Tudor et al. (42).
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A primeira reagao foi realizada de maneira semelhante ao protocolo descrito
anteriormente. Entretanto, para os marcadores nucleares (PAX-5, Tbet e c-MAF) a
solugdo de diaminobenzidina foram acrescentados 50 microgramas de cloreto de

niquel, que resultaram em coloragao negra.

Os espécimes foram lavados em agua corrente, agua destilada e PBS, pH
7,4. A seguir procedeu-se a segunda reagao imuno-histoquimica, com incubagéo do
segundo anticorpo primario e revelagdo da reagdo também com sistemas a base de
polimeros e o cromdégeno utilizado foi o “Permanent-green”, Bio-SB, para as

imunomarcacgdes citoplasmaticas (anticorpos CD20 e CD5).

Para uma melhor discriminagdo entre a populagdo de células B da zona
marginal (MZ) e plasmablastos/células plasmaticas nos locais da lesao, realizamos a
marcagao dupla PAX5/MZB-1 para distinguir as células MZB/B-1 dos plasmablastos
e células plasmaticas, que tém a expressédo de PAXS silenciada (56).

A Tabela 2 exibe as especificagbes dos anticorpos, sistemas de deteccdo e

cromogenos usados nos procedimentos imuno-histoquimicos.

Tabela 2. Anticorpos utilizados, especificagdes e sistemas de revelagao

Diluigao/sistema

Anticorpo primario Codigo Marca .
de revelagao
Ig de Coelho anti-CD5 SP-19 Cell-marque 1:50 / Polink
Ig de camundongo anti-PAX5 312M-15 Cell-marque 1:200 / Envision flex
Ig de camundongo anti-CD20 AC-0012 Epitomics 1:100 / Envision flex
Ig de Coelho anti-MZB-1 11454-1 Proteintech 1:200 / Polink
Ig de Coelho anti-Tbet ab150440 ABcam 1:200 / Polink
Anti-c-MAF rabbit antibody SC7866 Vector 1:100 / Impress
Cromégenos usados em . Diluicao/sistema
. Cadigo Marca _
técnicas de dupla marcagéao de revelagao
i Diagnostic
Membranal/citoplasma KO74-RUO . g N&o se aplica
PermaGreen / HRP substrate BioSystems
e D5637-50G Sigma Lie N3 li
_Diami idi - 80 se aplica
3.3'-Diaminobenzidine Science p

tetrahydrochloridrate
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4.5 Técnica de dupla marcagao por imunofluorescéncia para

analise em microscopio confocal a laser

Para a demonstracdo de linfécitos B1 fez-se a dupla marcagdo com os
anticorpos anti-lgM e anti-PAX5 pela técnica de imunofluorescéncia e analise em
microscopio confocal a laser. Ambos os anticorpos primarios anti-IgM e anti-PAX5
foram diluidos e misturados em solucdo de 1% de albumina bovina O material foi
incubado nesta mistura por 48 horas a 4°C. Apds este periodo foram aplicados os
anticorpos secundarios conjugados especificos para isétipo (Alexa Fluor 488 (verde)
anti-lgG de coelho e AlexaFluor® 555 (vermelho) anti-lgG de jumento, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e coloragdo nuclear com 4'6-Diamidino-2-Fenilindol,
Dihidroclorido (DAPI - Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) (azul) por 60 minutos. As
l&minas foram montadas em meio de montagem (Hydromount, National Diagnostics,
Atlanta, GA, EUA) e laminulas de vidro, mantidas a 4°C, protegidas da luz até a analise

ao microscopio confocal a laser.

As imagens fluorescentes foram adquiridas utilizando excitacdo UV/Laser no
microscopio confocal Olympus FluoView 1000 (FV1000), do laboratério multiusuario
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de S&o Paulo.

4.6 Analises Morfométricas e Estatisticas

Todas as laminas imunomarcadas com anticorpos CD20 e MZB-1 foram
digitalizadas com o sistema de "whole slide imaging" 3DHISTECH (Budapeste,
Hungria). Para a analise morfométrica, foram obtidas imagens com zoom digital de
10x de campos sucessivos, ndo sobreponiveis, de toda a derme para cada amostra
(de 6 a 10 campos/amostra), utilizando o software CaseViewer (versdo 2.3 64-bit,
3DHISTECH Ltd.).

As imagens obtidas, de cada amostra, foram submetidas a analise
morfométrica com o software gratuito Fiji / Imaged do National Institute of Health - USA

(http://imagej.nih.gov). Apds calibragédo, cada imagem foi convertida em uma imagem

em 256 cores de 8 bits usando o canal H-DAB (Figura 1A). As areas imunomarcadas

foram convertidas para a cor vermelha (Figura 1B). Fez-se a medida das areas
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positivas (em vermelho) (Figura 1C). Por fim, fez-se a medida da area total dérmica
(Figura 1D). A fracdo de area positiva foi obtida da razdo da area imunomarcada
positiva sobre a area total de derme. Apds a analise de todas as imagens de cada
amostra, fez-se a média aritmética da fracao de area imunomarcada (CD20 e MZB1)

para cada uma das amostras (casos).

Figura 1. Morfometria de uma imagem em caso de hanseniase tuberculoide: imuno-histoquimica CD20 de um
campo 10x (A), imagem em RGB-color com imunomarcagdo corada em vermelho (B), afericdo da area

imunomarcada (C), e aferigdo da area dérmica total (D).

A analise morfométrica da densidade de células com co-expressao positiva foi
obtida pela contagem manual das células duplamente positivas e das células
imunomarcadas por marcadores de Linfocitos B (PAX5 ou CD20) nos focos “hot spots”
da derme de imagens digitais obtidas com objetiva de 40x. Fez-se o calculo da area
dérmica, de cada imagem pelo software ImageJ. Apds analisar todas as imagens para
cada amostra, a média aritmética foi calculada para a proporcédo de células
duplamente imunomarcadas em relacdo ao total de células B (CD20 ou PAX5

positivas) por unidade de area.

As amostras submetidas a técnica de imunofluorescéncia nao foram
quantificadas, uma vez que somente cinco amostras do grupo de RT1 foram

submetidas a esta técnica.
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Para a comparagao dos resultados obtidos entre os grupos de estudo fez-se a
analise pelo teste de ANOVA n&o paramétrico, seguido pelo teste de comparagdes

multiplas de Kruskall Wallis e teste de Dunn-Bonferroni para as analises post hoc.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism
versao 10.1.0 para macOS (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, EUA,
www.graphpad.com). Para todas as analises realizadas, considerou-se o nivel de

significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Amostras de 95 casos e 10 controles foram analisadas. Entre os casos, a propor¢do de homens para mulheres foi de 11:9,
indicando uma representacgao ligeiramente maior de homens. Os individuos deste grupo tinham uma idade média de 44,64 anos,
variando de 8 a 84 anos. No grupo de controle, a idade média foi de (44,7 anos), com uma proporgéo correspondente de homens
para mulheres de (5:5). O fluxograma abaixo indica o numero de casos e controles submetidos a cada reagdo imuno-histoquimica
(Figura 2).

Amostra: 105
individuos
Casos: 95 Controles: 10
amostras amostras
Reagbes Reagbes = o
Duplas Simples Reagbes Simples
MZB1 — CD20 CD20
[ PAX5 ‘ CD20
88 7w _ 10
_amostras _ T amostras h _amostras _
PAX5/CD5 ————— PAX5/MZB1 CD20/c-Maf ——— CD20/Tbet
~ T T~ 7 s T~ " a1 _

Figura 2. Fluxograma indicando o niumero de casos e controles em que foram realizadas cada reagao imuno-histoquimica.
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5.1 Presenca e distribuicao de células com marcagao unica

A presencga e distribuigdo de linfécitos B mostrou-se diferente na resposta
tecidual dos grupos de hanseniase estudados. Nas amostras de HT os linfocitos B,
foram observados na derme papilar e ao redor dos granulomas epitelioides (figura 3A).
Na HI foram escassos e, quando presentes, mostraram-se dispostos junto aos vasos
sanguineos e anexos cutaneos (figura 3B). Raros linfocitos foram observados, junto
de macrofagos vacuolizados na resposta tecidual das amostras de HV (figura 3C).
Essas células foram igualmente escassas nas amostras de pele de hanseniase em
RT2 (figura 4B) e pouco mais abundantes e dispostas ao redor de granulomas nas
amostras de hanseniase em RT1 (figura 4A).

As células imunomarcadas com anticorpo MZB1 apresentaram morfologia ora
semelhante a de linfécitos, ora pouco maiores e semelhantes a plasmacitos.
Mostraram-se aparentemente mais escassas que CD20 nas amostras de HT (figura
3D) e extremamente escassas ou ausentes nas amostras de hanseniase
indeterminada (figura 3E). Nas amostras de HV, por outro lado, foram mais
frequentemente observadas que os linfocitos B e apresentavam morfologia
plasmocitaria e de provaveis imunoblastos (figura 3F). Nas amostras de RT2 (Figura
4D) formavam pequenos agrupamentos e, como nas amostras HV (figura 3F),
apresentavam aspecto morfologico de plasmocitos. As células MZB1 positivas
dispunham-se na derme papilar e, em alguns casos, eram escassas e mesmo
ausentes em torno de granulomas, ao contrario do observado nas amostras
tuberculoides. Nas amostras de RT1, notou-se a presenca de células imunomarcadas
pelo anticorpo MZB1 dispostas na derme superficial, entretanto mais escassas na
derme reticular média (figura 4C).

5.2 Presenca e distribuicao de células com marcagao dupla

Em todas as subpopulagdes de células B avaliadas, observamos uma presencga
escassa de células com dupla marcacgao. A Figura 5 (A-D) ilustra alguns desses casos,

contrastando com os infiltrados abundantes mostrados anteriormente para o CD20.
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O exame das amostras de RT1 submetidas a técnica de dupla marcagao por imunofluorescéncia e examinadas ao microscopio
confocal a laser demonstrou a presenga de células com co-expressdo de PAX5 e IgM, portanto linfécitos B1 em meio ao infiltrado

inflamatoério da derme (Figura 5E).

Figura 3. Linfécitos B imunomarcados pelo anticorpo CD20. A — hanseniase tuberculoide. Notar distribuicdo das células imunomarcadas ao redor dos
granulomas. B — Hanseniase indeterminada. Pequeno agrupamento de linfocitos B em torno de vaso sanguineo da derme reticular. C. Hanseniase virchowiana
apresentando raros linfécitos B de permeio ao infiltrado macrofagico dérmico. D — Hanseniase tuberculoide exibindo acentuada escassez de células
imunomarcadas pelo anticorpo anti-MZB1. E — Hanseniase indeterminada mostrando auséncia de células MZB1 positivas na derme. F — Hanseniase
virchowiana com células imunomarcadas pelo anticorpo anti-MZB1 mais abundantes que linfécitos B quando comparada a imagem C. As barras exibem a

escala de aumentos originais.
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Figura 4. Imunomarcagéo de CD20 e MZB-1 nas reagdes hansénicas. A — Reagéao de tipo 1. Linfécitos B imunomarcados pelo anticorpo anti-CD20 dispostos
na derme superficial e agrupados na derme reticular média junto de granulomas epitelidides. B — Reagéao de tipo 2. Notar a escassez de linfocitos B em meio
ao infiltrado dérmico. C — Reacgéao de tipo 1. Presenga de células imunomarcadas pelo anticorpo MZB1 dispostas na derme superficial, entretanto mais escassas
na derme reticular média. D — Reagéo de tipo 2. As células imunomarcadas pelo anticorpo MZB1 mostram-se mais abundantes que os linfécitos B representados
na figura B. As barras exibem a escala de aumentos originais.
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Figura 5. A — Reagéo hansénica de tipo 1. Linfécitos B1 (seta), em meio ao infiltrado dérmico, apresentando marcagéo com o anticorpo PAX5 (marcagéo
nuclear) e CD5 (marcagao citoplasmatica). B — Hanseniase tuberculoide. Linfocitos B efetores (setas) imunomarcados pelo anticorpo Tbet (marcagao nuclear)
e CD20 (marcagdo membranosa e citoplasmatica). C — Reagao hansénica de tipo 1. Linfocitos B reguladores (setas) revelados pela dupla marcagéo com o
anticorpo c-MAF (marcagao nuclear) e CD20 (marcagao membranosa e citoplasmatica). D — Hanseniase tuberculoide. Linfocito MZB B1 revelado pela dupla
marcagao com o anticorpo PAX5 (marcagéo nuclear) e anticorpo MZB1 (marcagéo citoplasmatica). E — Painel de dupla marcagéo por imunofluorescéncia e
observagéo ao microscopio confocal a laser com os anticorpos PAX 5 (marcagéo nuclear em vermelho) e IgM (marcagao citoplasmatica em verde); em azul,

nucleos evidenciados pelo corante DAPI. Notar linfécitos B1 caracterizados pela co-expressdo de PAX5 e IgM (setas). As barras das imagens de técnicas de
imuno-histoquimica demonstram a escala de aumentos originais.
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5.3 Analise morfométrica e estatistica

As diferencas médias de classificacdo observadas no teste de comparacdes
multiplas de Dunn delineiam distingdes na proporcao de células duplamente positivas
em comparagao com células PAX5 ou CD20 individualmente positivas por unidade de
area entre diferentes grupos de hanseniase. Diferengas negativas indicam proporg¢des
reduzidas, enquanto diferengas positivas significam proporgdes elevadas. As
diferengas nas medianas entre grupos com comparagdes estatisticamente
significativas estdo resumidas na Tabela 3, juntamente com seus valores de p
correspondentes. A Figura 6 exibe as medianas para todos os grupos de forma grafica,

juntamente com suas medidas de disperséo central correspondentes.

Como o anticorpo MZB1 revela a proteina MZB1, relacionada ao
desdobramento e secre¢cdo de imunoglobulinas e que esta presente no reticulo
endoplasmatico de linfocitos B da zona marginal de foliculos linféides, plasmablastos
e plasmocitos (57) resolvemos comparar a média da fragdo de area de expressao de
CD20 (marcador de linfocitos B) com a média da fracdo de area de MZB1 em cada
um dos grupos de hanseniase, na tentativa de verificar se a expressao de MZB1 seria
somente devida a presenca de plasmablastos e plasmdcitos na resposta tecidual das
amostras estudadas. A tabela 4 apresenta os resultados da analise estatistica dessas

comparagoes.

Tabela 3 - Diferengas nas medianas entre os grupos com comparagdes
estatisticamente significativas, e seus respectivos valores de p.

CD20
Teste dei Dunn com multiplas Diferelzrlga ) média de Valor de p ajustado
comparagoes classificagdo
HT vs. HV 51.82 <0.0001
HT vs.HI 58.67 <0.0001
HT vs. Controles 48.57 0.0002
HV vs. RT1 -41.31 0.0004
HV vs. RT2 -37.8 0.0016
Hl vs. RT1 -48.17 <0.0001
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Hl vs. RT2 -44.66 0.0002
RT1 vs. Controles 38.07 0.0145
RT2 vs. Controles 34.56 0.0374
MzB-1

Teste de Dunn com multiplas|Diferenca média de )
Valor de p ajustado

comparagbes classificagcdo
HT vs. HI 35.07 0.0006
HV vs. HI 36.58 0.0007
Hl vs. RT1 -32.17 0.0066
PAX5/CD5

Teste de Dunn com multiplas|Diferenca média de .
Valor de p ajustado

comparagbes classificagcdo
HV vs. RT1 -22.93 0.0245
Hl vs. RT1 -30.86 0.0024
RT1 vs. RT2 30.17 0.0005
CD20/Tbet

Teste de Dunn com multiplas|Diferenca média de )
Valor de p ajustado

comparagbes classificagcdo
HT vs. HI 27.33 0.0055
HT vs. RT2 22.86 0.0123
Hl vs. RT1 -27.29 0.0096
RT1 vs. RT2 22.82 0.0227
CD20/c-Maf

Teste de Dunn com multiplas|Diferenca média de .
. L Valor de p ajustado
comparagoes classificacéo

HI vs. RT1 -15.74 0.0373

PAX5/MZB-1

Teste de Dunn com multiplas|Diferenca média de .
Valor de p ajustado

comparagbes classificagcdo
HT vs. RT1 -31.18 <0.0001
HV vs. RT1 -37.5
Hl vs. RT1 -37.5 <0.0001
RT1 vs. RT2 35.53 <0.0001

HT: hanseniase tuberculoide; HI: hanseniase indeterminada; HV: hanseniase
virchowiana; RT2 — Reagdo tipo 2; RT1 — Reacgao tipo 1. Teste estatistico de comparagoes
multiplas de Dunn, nivel de significancia a = 0,05.
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Figura 6 - Medianas de todos os grupos em forma grafica, juntamente com suas respectivas
medidas de dispersdo central. Os asteriscos indicam comparagdes post-hoc que séo estatisticamente
significativas (nivel de significancia a = 0,05). HT: hanseniase tuberculoide; HI: hanseniase
indeterminada; HV: hanseniase virchowiana; RT2 — Reagéo tipo 2; RT1 — Reacéao tipo 1.

Tabela 4. Medianas e valores de p para comparagdes entre grupos quanto a

expressao de CD20 versus MZB1 em amostras de hanseniase.

CD20 MzZB1 Valor de p*
HT 0.00981 0.00312 0.000004593
HI 0.00002 0.00000 NS
HV 0.00019 0.00361 0.0004653
RT2 0.00596 0.00127 0.007633
RT1 0.00208 0.00225 NS

HT: forma tuberculoide; Hl: forma indeterminada; HV: forma virchowiana; RT2 — reagao
hansénica de tipo 2; RT1 — reacdo hansénica de tipo 1; NS: nao-estatisticamente significante.
*Segundo teste de Mann-Whitney
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6. DISCUSSAO

Observamos que a fragao de area ocupada por células CD20+ (linfocitos B) foi
maior na forma tuberculoide da hanseniase do que na forma virchowiana. Esses
achados sao consistentes com a literatura recente (47, 50). O grupo de HV, por outro
lado, também apresenta um componente menor de células B em comparagao aos

grupos de reagao, tanto RT1 quanto RT2.

O envolvimento de linfocitos B em infecgdes por micobactérias tem sido
recentemente discutido. Na tuberculose, linfécitos B e células plasmaticas sao
considerados envolvidos nos mecanismos de formag&o de granulomas, produgao de
citocinas, resposta de linfocitos T e apresentacdo de antigenos (41, 47). Assim, a
maior expressao de CD20 e linfocitos B na resposta granulomatosa observada na HT

seria esperada e consistente com dados da literatura.

Em nosso estudo, curiosamente, amostras de estados reacionais (RT1 e RT2)
mostraram uma populagdo maior de linfocitos B do que o grupo virchowiano. Em RT1,
isso poderia estar relacionado a melhor organizagao da resposta granulomatosa. Em
RT2, nossos achados diferem dos descritos por Biswas et al. (50), onde os autores
relataram menos linfécitos B em RT2 do que na hanseniase multibacilar. Esses
autores correlacionaram a presenca de linfocitos B em RT2 com a presenca de

granulomas malformados no tecido.

Lesbes de hanseniase indeterminada demonstraram menor expressao de
linfocitos B do que o grupo tuberculoide e os grupos reacionais (RT1 e RT2). Talvez
isso se deva a baixa intensidade da resposta inflamatodria nas lesdes de hanseniase
indeterminada ou a polarizagao indefinida desse grupo.

A molécula MZB-1, codificada pelo gene MZB-1, esta presente no reticulo
endoplasmatico e atua como uma chaperona envolvida no desdobramento e secregao
de imunoglobulina M (IgM). O anticorpo MZB-1 € um marcador para linfécitos B,
especialmente linfocitos B-1, linfécitos MZB, plasmablastos e plasmécitos (57).
Linfocitos B-1 s&o caracterizados pela secrecédo de IgM. Escolhemos este marcador

na tentativa de verificar a presencga ou auséncia desse subtipo de linfocito B em lesdes
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de hanseniase. No entanto, conseguimos demonstrar a expressao de IgM em células
positivas para PAX5 (células B) apenas por meio da técnica de imunofluorescéncia e
analise por microscopia confocal, ja que os resultados obtidos pela técnica

imunoenzimatica nao foram satisfatorios.

Linfécitos MZB, assim como linfocitos B-1, fazem parte da resposta imune inata
e desempenham papéis importantes nas fases iniciais das respostas imunes humorais
(58). Linfécitos MZB residem nos foliculos dos 6rgaos linfoides, especialmente no
baco, e transportam eficientemente antigenos do sangue para os foliculos, onde

ativam células T CD4+ e se diferenciam em plasmacitos (57).

Em nossa casuistica, a expressao de MZB-1 foi maior na HT do que na HI. A
HI, por sua vez, também apresentou menor expressdo de MZB-1 do que a HV e a
RT1. E interessante notar que os linfécitos MZB que expressam MZB-1 se
correlacionam com um maior numero de linfécitos T CD8+ infiltrados no ambiente
tumoral de carcinoma pancreatico e estio relacionadas a um melhor progndstico para

essa neoplasia (59).

Analisando a expressao de CD20 e MZB-1 nos grupos estudados, verificamos
que, no grupo HT, a expressédo de CD20 foi maior do que a de MZB-1. Isso se deve
provavelmente ao fato de que MZB-1 marca linfocitos B-1, MZB e plasmdcitos.
Plasmocitos estdo fortemente associados a resposta Th2 (humoral) na hanseniase e
sdo escassos no polo Th1 (47, 50). Além disso, observamos nas técnicas de dupla
marcagao que MZB e B-1 eram muito mais escassos do que CD20 em todos os grupos
de pacientes, incluindo HT.

No grupo HV, por outro lado, a expressédo de CD20 foi menor do que a de MZB-
1. Em HV, o componente de plasmacitos é significativo (47, 50). Neste caso, os
plasmécitos seriam revelados pelo anticorpo MZB-1. A escassez de linfécitos B-1 e
MZB em HV e RT2 reforga a hipotese de que a marcagao de MZB-1 em HV e RT2 foi

predominantemente plasmocitaria, e ndo de linfocitos B-1/MZB.

Na RT2, observamos uma maior expressdo de CD20 em comparagao com
MZB-1. Diante deste achado, podemos propor uma hipotese semelhante a do grupo
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HT, de que os linfécitos B-1/MZB também sao escassos na RT2. A fraca marcagao de
MZB-1 neste grupo também se explicaria pela baixa presencga de plasmdécitos na RT2,

ja documentada na literatura (47, 50).

N&do houve diferenca no grupo de HI em relacdo a expressdo dos dois
marcadores, possivelmente porque as células inflamatérias s&o muito

escassas/ausentes em ambos.

N&o houve diferenga na expressao de CD20 e MZB-1 em RT1. Considerando
que plasmablastos e plasmdcitos sdo reconhecidamente pouco frequentes em RT1
(47, 50), as escassas células que exibem marcacédo imunohistoquimica para MZB-1
sdo provavelmente linfécitos MZB/B-1. Notavelmente, observamos uma marcagao
mais intensa tanto para linfocitos B-1 quanto MZB nas lesdes de RT1.

Ao utilizar a colocalizagdo PAX5/MZB-1, excluimos plasmablastos e
plasmacitos, restringindo a marcacéo a linfocitos B-1/MZB. Curiosamente, a diferencga
entre os grupos em PAX5/MZB-1 (linfocitos B-1 e MZB) foi muito semelhante a de
PAX5/CD5 (que marca apenas linfécitos B-1), indicando que PAX5/MZB-1 nao
marcou um numero substancial de células MZB. Para ambas as marcagdes
(PAX5/MZB-1 e PAX5/CDS5), RT1 apresentou significativamente mais células que
RT2, HV e HI. No entanto, exclusivamente em PAX5/MZB-1, observamos uma
contagem significativamente maior de células em RT1 em comparagdo com HT. Como
essa discrepancia nao foi observada na marcagao PAX5/CD5 (células B-1), podemos
atribui-la a uma diferenga no numero de linfécitos MZB, possivelmente menor na HT.

Os linfocitos B efetores-1 sdao mais abundantes em RT1 e HT, de modo
significativo em comparacgao aos grupos Hl e RT2. A associagao das células Be1 com
a resposta Th1 torna esse resultado esperado. Embora n&o tenha atingido
significancia estatistica, HV demonstrou uma contagem menor de células Be1 em
comparagao com HT e RT1, reforcando ainda mais a conexao das células Be1 com a
resposta Th1 na hanseniase. Células Th1, especialmente aquelas produzindo IFN-y
ou estimuladas por IL-12, induzem a polarizacdo de células B, chamadas de Be1,
levando a expressao de citocinas pro-inflamatoérias como IFN-y e IL-12 (6, 7). Por outro
lado, a interacdo com células Th2 ou a exposi¢cdo a IL-4 direciona linfécitos B,
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chamados de Be2, a produzir IL-2 e IL-4. Linfocitos Be1 e Be2, por sua vez,
desempenham papéis na promoc¢ao da diferenciacao in vitro de linfécitos Th1 e Th2,
respectivamente (6, 60). Posteriormente, foi revelado que o IFN-y derivado de
linfocitos B desempenha um papel crucial nas respostas Th1, contribuindo para o
transplante e rejeicdo tumoral, artrite autoimune e respostas antibacterianas (15, 61-
63).

Linfocitos B reguladores foram notavelmente escassos em todos os grupos,
com uma diferenca significativa observada apenas entre RT1 e HI. E importante notar
que, como mencionado anteriormente, linfocitos MZB e B-1 sdo subtipos de linfocitos
B reguladores. No entanto, a imunomarcacao para MZB e B-1 foi muito mais intensa
do que para Bregs. Essa diferenga pode ser atribuida ao fato de termos identificado
tais células a partir da expressao do fator de transcri¢ao IL-10, c-Maf, o que implicaria
em uma avaliagao funcional dos linfocitos B reguladores por meio da sua produgéo de
IL-10. A presenca mais fraca de IL-10 em lesbes com atividade inflamat6ria menos

intensa indicaria menor atividade, e ndo necessariamente a auséncia dessas células.

A predominancia de linfocitos B reguladores no polo Th1 esta alinhada com
estudos anteriores que destacaram o papel protetor dos Bregs em varias doencgas
autoimunes, como esclerose multipla, lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,
diabetes mellitus tipo 1 e doencga inflamatédria intestinal, todas associadas a células
Th1 e/ou Th17 (64). Além disso, Bregs tém sido implicados na imunologia tumoral,
onde as células Th1 combatem diretamente as células tumorais liberando citocinas
que ativam receptores de morte celular na superficie das células tumorais (65).
Linfocitos B reguladores s&o conhecidos por serem recrutados por tumores,
exercendo suas propriedades imunossupressoras dentro do microambiente tumoral e
prejudicando as respostas antitumorais (65). Evidéncias crescentes sugerem que
Bregs desempenham um papel na evasdo da resposta imune do corpo durante a
infecc&o pelo virus da hepatite B, onde a cura é altamente dependente de respostas
Th1 (66). Bregs também podem ser estimulados diretamente por parasitas e bactérias,
levando a uma resposta reguladora caracterizada pela produgdo de IL-10 durante
infecgdes (14).
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Nosso estudo langa luz sobre a distribui¢do distinta de subconjuntos de células
B em lesdes de hanseniase, revelando variagdes significativas entre diferentes formas
clinicas e estados reacionais. Os resultados obtidos apontam para uma participagao
mais expressiva dos linfécitos B, talvez em consonancia com linfocitos T, no polo
tuberculoide e reacéo de tipo 1 da doenca. O melhor conhecimento do envolvimento
dos linfocitos B e seus subconjuntos nos mecanismos patogenéticos, podera embasar
e justificar o uso de terapias-alvo especificas na hanseniase e em seus estados

reacionais, como o proposto para doengas inflamatorias e neoplasicas (51-53).
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7. CONCLUSOES

Notavelmente, os linfécitos B foram mais frequentes no polo tuberculoide,

contrastando com a escassez observada na hanseniase virchowiana.

A expressao diferencial de MZB-1 ressaltou ainda mais a heterogeneidade
dentro dos subtipos clinicopatoldgicos da hanseniase, com a hanseniase tuberculoide
apresentando numero mais elevado de MZB-1 em comparagdo com a forma

indeterminada e a hanseniase virchowiana.

Todos os subtipos de linfocitos identificados por meio de marcagao dupla foram
observados em maior numero na reagao de tipo 1, incluindo linfécitos B-1 e MZB,
indicando uma maior participacao dos linfécitos B nesse tipo de reagao.

Os linfocitos B efetores mostraram-se mais frequentes nas lesbes de
hanseniase tuberculoide e reacdo de tipo 1, o que os pode associar a resposta de
perfil Th1.

Os linfécitos B reguladores foram escassos em todos os grupos estudados,
entretanto foram mais frequentes na reacgao de tipo 1 que se caracteriza por resposta
imune robusta, sublinhando o potencial papel imunossupressor e/ou imunorregulador

desse subtipo de linfécitos (Breg) na hanseniase.

Os resultados obtidos contribuem com informacgdes valiosas sobre a intricada
interacdo entre subconjuntos de linféctos B e a resposta imune na hanseniase,
abrindo caminho para pesquisas adicionais sobre a imunopatogénese dessa doenca

complexa.
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9. APENDICE A

4 and USP - HOSPITAL DAS
9 CLINICAS DA FACULDADE DE Wm
= MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: SUBCONJUNTOS DE LINFOCITOS B NAS LESOES CUTANEAS DO ESPECTRO DA
HANSENIASE E ESTADOS REACIONAIS

Pesquisador: Mirian Nacagami Sotto

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 99663118.3.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.966.174

Apresentacao do Projeto:
Avaliacéo de linfocitos B e sua participagdo em lesbes de hansenise.

Obijetivo da Pesquisa:
Verificar a participagéo de linfocitos B, quantificar e comparar sua populagdo em lesdes de hanseniase de
formas polares, dimorfa,indetrminada e em estados reacionais, atraves de imino-histoquimica em material

arnazenado no laboratorio

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos envolvidos para pacientes, uma vez que a pesquisa se debrucara sobre pecas de biopsia ja
realizadas anteriormente para elucidagao diagnostica e armazenadas no laboratorio.
Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

N&o apresenta questionamentos éticos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Dispensado do TCLE

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugcdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesqg.adm@hc.fm.usp.br
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