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Quantification of serum leptin levels in leprosy

RESUMO

A leptina é uma adipocina com semelhancas estruturais
e funcionais as citocinas pré-inflamatérias, contribuin-
do para a diferenciacao de células Th1, e parece estar
envolvida na resposta imune a agentes infecciosos. Na
hanseniase, doenca infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae, cujas manifestacdes clinicas de-
pendem da resposta imune do hospedeiro, ndo ha rela-
tos sobre o papel da leptina. Neste estudo piloto foram
quantificados os niveis séricos de leptina em pacientes
recém-diagnosticados com as diferentes formas clinicas
da doenca, pacientes hansenianos em reacdo tipo 1 e 2,
contatos de pacientes hansenianos e controles sauda-
veis (237 amostras de soros: 165 homens e 72 mulhe-
res). No sexo masculino, as formas TT e BB apresentaram
concentracdes proximas aquelas observadas nos con-
troles enquanto os grupos |, BT, BV, VV, reacao do tipo
1 e 2 apresentaram médias inferiores a observada nos
controles e contatos, sendo que nos BV e VV foram ob-
servados os menores niveis de leptina. No sexo feminino
verificamos uma grande variacdo entre os valores ob-
servados nos diferentes grupos. O grupo BV apresentou
niveis maiores de leptina enquanto os grupos |, TT, BT e
BB apresentaram média proxima aquela observada nos
contatos e controles. Pacientes do grupo VV e em reacao
tipo 1 e 2 apresentaram médias inferiores ao observa-
do nos contatos e controles. As diferencas observadas
tanto em homens quanto em mulheres ndo foram es-
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tatisticamente significantes. Em nossos achados ha uma
tendéncia a niveis mais baixos de leptina nas formas
multibacilares, contudo, estes resultados ndao permitem
associacao desses niveis com qualquer forma clinica da
hanseniase.
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ABSTRACT

Leptin, an adipokine with structural and functional si-
milarities to proinflammatory cytokines that contribu-
tes to the differentiation of T helper-1 cells, seems to be
involved in the immune response to infectious agents.
In leprosy, a chronic infectious disease caused by Myco-
bacterium leprae, whose clinical manifestations depend
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on the host immune response, there are no reports on
the role of leptin. In this pilot study the serum leptin le-
vels were quantified in newly diagnosed patients with
different clinical forms of leprosy, patients with type 1
and 2 reaction, contacts of leprosy patients and healthy
controls (237 serum samples:165 men and 72 women).
In males, TT and BB patients showed concentrations clo-
se to those observed in controls while groups |, BT, BV,
VV, type 1 and 2 reactional patients had lower means in
comparison to controls and contacts, whereas in BV and
VV patients it were observed the lowest levels of leptin.
In females, we found a wide variation between the va-
lues observed in the different groups. The BV group had
higher levels of leptin while groups |, TT, BT and BB had
averages closed to that observed in contacts and con-
trols. The differences observed in both men and women
were not statistically significant. Our findings show a
tendency to lower levels of leptin in multibacillary pa-
tients, however, these results do not allow any associa-
tion of leptin with leprosy clinical forms.

Keywords: Leprosy; Leptin; Immune System

INTRODUCAO

A leptina é um hormonio protéico de 167 amino-
acidos transcrito a partir do gene da obesidade (ob)
cujo papel no balanco energético foi identificado em
19942, Esta adipocina foi descrita pela primeira vez
como um fator de sinalizacao derivado dos adipécitos
que induz uma resposta complexa incluindo o contro-
le do peso corporal e do gasto energético. Nos mami-
feros a leptina atua no hipotalamo suprimindo a in-
gestao de alimentos e aumentando o gasto calérico,
e parece ainda ter papéis importantes na reproducao,
angiogénese, formacdo 6ssea e sinalizacdo neuroen-
décrina'3,

Além do envolvimento nas funcodes fisioldgicas,
a leptina é reconhecida como um horménio seme-
Ihante a uma citocina de cadeia longa helicoidal, ca-
racterizada por um conjunto de quatro a-hélices com
semelhanca estrutural a IL-6 e com multiplas acdes*.
A expressao da forma longa do receptor de leptina
(OBRb) pelo hipotdlamo e por diferentes tecidos e
células do sistema imunoldgico, incluindo diversas
subpopulac¢des de linfécitos T e B, células denditri-
cas, mondcitos, neutréfilos, macréfagos e células NK
justifica sua funcao pleiotrépica e indica um possivel
papel no sistema imunolégico promovendo ativacao
celular e transducao de sinal**.

No contexto da resposta imune, a leptina pode ser
induzida por mediadores inflamatérios como TNF e
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IL-1 e atua como uma proteina de fase aguda inicial,
sendo produzida em niveis elevados durante a sep-
se3. Sua funcdo imunolégica tem sido demonstrada
em camundongos deficientes de leptina (ob/ob) e de-
ficientes de receptores de leptina (db/db), bem como
em seres humanos geneticamente deficientes desta
adipocina que desenvolvem obesidade profunda e
uma série de anormalidades nos sistemas enddcrino
e imunoldgico’. Ademais, a diminuicao da concentra-
cao de leptina parece ser responsavel pela atividade
reduzida dos linfécitos T durante o jejum® enquanto
que nos processos inflamatoérios e infecciosos os ni-
veis séricos de leptina encontram-se aumentados®.

Atestando o papel da leptina na protecao contra
agentes infecciosos Nagajyothi et al.” demonstraram
uma elevada mortalidade nos camundongos db/db
infectados pelo Trypanosoma cruzi. Também foi ob-
servado que camundongos ob/ob apresentam alta
mortalidade, clearance bacteriano pulmonar defi-
ciente e diminuicdo na quantidade de macroéfagos
alveolares e na fagocitose neutrofilica quando infec-
tados com Klebsiella pneumonia por via intratraqueal®.
Além disso, estes animais deficientes em leptina, tam-
bém apresentam maior susceptibilidade a infeccoes
sistémicas por Listeria monocytogenes® e Mycobacte-
rium tuberculosis uma vez que a leptina contribui para
uma resposta imune protetora contra patégenos in-
tracelulares®.

Na tuberculose, a producao de leptina esta supri-
mida e a baixa concentracdo desta contribui para o
aumento da susceptibilidade a infeccao'®. Na tuber-
culose pulmonar, Santucci et al."" demonstram niveis
mais altos de leptina nos contatos intradomiciliares e
correlacionaram a gravidade da doenca com a dimi-
nuicao destes niveis. Prabha et al.® observaram que
0s niveis séricos de leptina também sdo significativa-
mente reduzidos nos individuos acometidos pela tu-
berculose na AIDS.

A hanseniase, causada pelo Mycobacterium leprae,
é uma infeccdo granulomatosa crénica, de evolucédo
lenta, que afeta a pele e os nervos periféricos'>'314, As
manifestacdes clinicas incluem manchas e nédulos
no rosto e membros, ulceragdes nas plantas dos pés
e nas maos, alopécia, madarose, xerose e anidrose''>.
O desenvolvimento da doenca depende de aspectos
imunolégicos, genéticos e nutricionais do hospedei-
ro, fatores ambientais, vacinacdo com BCG e carga
bacilar'®'” enquanto as formas clinicas da hanseniase
sdo determinadas pelo padrao de resposta imune o
qual pode ser influenciado por fatores genéticos e
ambientais'®.

O espectro clinico da hanseniase apresentado por
Ridley & Jopling™ é compreendido inicialmente pelo
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surgimento de uma ou varias manchas hipocrémicas
ou simplesmente pelo aparecimento de areas com
disturbios da sensibilidade e sem alteracdo da cor da
pele caracterizando a hanseniase indeterminada (I)™.
Neste estado inicial a resposta do hospedeiro é insu-
ficientemente diferenciada e a doenca pode evoluir
para cura espontanea ou para uma forma paucibaci-
lar com poucas lesdes e intensa imunidade celular e
hipersensibilidade tardia, chamada tuberculéide (TT)
ou ainda para uma forma disseminada com inconta-
veis lesOes repletas de bacilos e resposta imune pre-
dominantemente humoral denominada virchowiana
ou lepromatosa (VV). Entre essas formas polares exis-
tem formas intermediarias com caracteristicas mistas
as quais sao classificadas como borderline-tubercu-
I6ide (BT), borderline-borderline (BB) ou borderline-
-virchowiana (BV) de acordo com suas caracteristicas
imunolégicas, baciloscépicas e histopatoldgicas®.

As diferentes formas clinicas da doenca refletem
perfis de resposta imune ativados pelo individuo
que incluem os padrdes T helper 1 (Th1) e T helper 2
(Th2)'8 Na presenca de IL-12 e auséncia de IL-4, os lin-
fécitos T helper CD4* diferenciam-se em linfécitos Th1,
mais encontrados no polo tuberculdide da hansenia-
se. Esta subpopulacao secreta as citocinas IL-2, IFN-y
e linfotoxina as quais estdo envolvidas diretamente
na imunidade celular frente a infec¢cbes causadas por
bactérias, virus, fungos e protozodrios. Na presen-
¢a de IL-4, ocorre diferenciacdo em linfécitos Th2 os
quais tém sido descritos na hanseniase virchowiana
e produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10, citocinas su-
pressoras da atividade dos macréfagos e envolvidas
na imunidade humoral. Linfécitos B também sao esti-

mulados pela IL-4, tornando-se produtores de imuno-
globulinas®2'22,

Sobre o espectro imunolégico da hanseniase, im-
pdéem-se ainda as chamadas rea¢des hansénicas ou
estados reacionais, que podem ocorrer antes, durante
ou apds o tratamento com a poliquimioterapia. A re-
lacdo com a carga bacilar e a resposta imune do hos-
pedeiro marcam as reacdes hansénicas. Estas reacoes
sao classificadas, de acordo com Ridley & Jopling™,
em reagao tipo 1 ou reacgao reversa (RR) e reacgao tipo
2 ou eritema nodoso hansénico (ENH)'"%. A reacao
do tipo 1 é devida a antigenos liberados pela destrui-
¢ao bacilar?, e esta associada ao aumento abrupto
da imunidade mediada por células. Ja a reacao tipo 2
caracteriza-se por uma reacao inflamatoéria sistémica
relacionada a deposicdo de imunocomplexos'.

Tendo em vista o pujante papel da leptina como
modulador da resposta imune e a inexisténcia de re-
latos sobre o papel deste hormoénio na hanseniase, o
presente estudo buscou avaliar os niveis séricos de
leptina no espectro clinico da hanseniase e nos esta-
dos reacionais.

MATERIAL E METODOS
Casuistica

Como parte de um projeto multicéntrico finan-
ciado pelo Departamento de Ciéncia e Tecnologia
da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estra-
tégicos do Ministério da Saude (DECIT/MS, processo
576051/2008-0), pacientes hansenianos foram re-

Tabela 1 Caracterizagcao das amostras incluidas no estudo.

|- indeterminado, TT- tuberculdide-tuberculdide, BT- borderline-tuberculdide, BB-borderline-borderline,
BV-borderline virchowiano, VV-virchowiano-virchowiano.

GRUPOS n HOMENS n(%) MULHERES n(%) IDADE (MEDIA) OBSERVACOES
| 18 9(50,0) 9(50,0 40,0
T 28 19 (67,8) 9(32,2 35,3
BT 35 26 (74,3) 9(257 41,3
BB 20 13 (65,0) 7 (35,0 43,3
BV 10 7 (70,0) 3(30,0 42,2
A% 11 8(72,7) 3(27,3 41,1
REACAOTIPO 1 29 25 (86,2) 4(13,8 46,0 4(TT), 15 (BT), 8 (BB), 2 (BV).
REACAOTIPO 2 13 8(61,5) 5(38,5 29,6 2 (BT), 2(BB), 4 (BV), 5 (VV).
CONTATO 31 22 (71,0) 9 (29,0 39,0
CONTROLE 42 28 (66,7) 14 (33,3 43,6
TOTAL 237 165 (69,6) 72 (30,4 40,1
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crutados entre os casos prevalentes registrados em
2009 e 2010, no municipio de Rondonépolis - MT e
classificados segundo Ridley & Jopling™, com base
em exames clinicos e laboratoriais (baciloscopia, his-
topatologia, teste de Mitsuda e dosagem de anticor-
pos anti-PGL-1). Todos os pacientes eram casos novos
recém-diagnosticados e virgens de tratamento espe-
cifico para hanseniase. Como controles foram inclui-
dos individuos sauddveis, sem histéria prévia de han-
seniase no nucleo familiar, residentes no municipio
de Rondondpolis-MT, bem como contatos intradomi-
ciliares de pacientes com hanseniase.

Um volume de 10 mL de sangue periférico foi co-
letado em tubo sem anticoagulante e o soro foi ob-
tido por centrifugagao a 1200g, aliquotado, imedia-
tamente congelado a -20°C, e mantido a -80°C até o
momento da dosagem.

Amostras das diferentes formas clinicas da hanse-
niase, bem como dos estados reacionais, controles e
contatos intradomiciliares foram selecionadas alea-
toriamente no banco de amostras constituido no de-
correr do projeto supracitado, conforme descrito na
tabela 1. O presente trabalho foi aprovado pelo Comi-
té de Etica em Pesquisa do Instituto Lauro de Souza
Lima, Bauru-SP, processo 201.040.

ELISA para dosagem de leptina sérica

A dosagem de leptina nas amostras de soro foi fei-
ta empregando-se um teste imunoenzimatico do tipo
captura ou sanduiche com limite minimo de detec-
¢ao de 0,5 ng/mL conforme protocolo do fabricante

(Labor Diagnéstica Nord GmbH & Co.KG, Nordhorn,
Germany).
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Os dados sobre a producéo de leptina no soro, ex-
pressos em ng/mL, foram comparados entre os dife-
rentes grupos pelo teste de analise de variancia nao-
-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste
de Dunn para amostras independentes, com nivel de
significancia de 5%. Todas as andlises foram realizadas
pelo programa estatistico GraphPad Instat versao 3.0
(1997).

RESULTADOS

A faixa etdria dos participantes foi de 5 a 86 anos
com idade média de 40,1 anos. Inicialmente a avalia-
¢ao da producao desta citocina foi feita em grupos
compostos por homens e mulheres, nesta avaliacdo
conjunta observamos que os dados apresentavam
uma larga amplitude de valores em todos os grupos,
e os valores observados nos diferentes grupos de pa-
cientes eram similares aos observados nos grupos con-
troles, representados pelos contatos intradomiciliares
e controles saudaveis. Para um melhor entendimento
destes dados, refinamos as analises estratificando os
participantes de acordo com o sexo; foi notado que
a amplitude observada anteriormente refletia a influ-
éncia do género sobre a producéo de leptina, sendo
que as mulheres produzem niveis maiores do que os
homens. Assim, os graficos 1 e 2 correspondem aos
resultados das concentracdes séricas de leptina entre
homens e mulheres, respectivamente.

Nos homens, as concentracdes médias de leptina
encontradas nos grupos TT (7,1 ng/mL) e BB (7,8 ng/
mL) foram proximas aquelas observadas nos contro-
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Grafico 1 Niveis séricos de leptina em pacientes hansenianos do sexo masculino classificados quanto a forma clinica
da hanseniase segundo Ridley & Jopling, pacientes hansenianos durante episédios reacionais dos tipos 1 e
2, contatos de pacientes hansenianos e controles. |- indeterminado, TT- tuberculéide-tuberculéide, BT- bor-
derline-tuberculdide, BB-borderline-borderline, BV-borderline virchowiano, VV-virchowiano-virchowiano.
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Grafico 2 Niveis séricos de leptina em pacientes hansenianos do sexo feminino classificados quanto a forma clinica
da hanseniase segundo Ridley & Jopling, pacientes hansenianos durante episédios reacionais dos tipos 1 e
2, contatos de pacientes hansenianos e controles. |- indeterminado, TT- tuberculéide-tuberculéide, BT- bor-
derline-tuberculdide, BB-borderline-borderline, BV-borderline virchowiano, VV-virchowiano-virchowiano.

les (7,8 ng/mL) (Gréfico 1) enquanto as concentracoes
nos grupos | (4,7 ng/mL), BT (6,2 ng/mL), BV (3,6 ng/
mL), VV (2,5 ng/mL), reagao tipo 1 (6,6 ng/mL) e tipo
2 (3,5 ng/mL) e contatos intradomiciliares (4,4 ng/mL)
apresentaram médias inferiores a observada nos con-
troles. Contudo, as diferencas observadas nao foram
estatisticamente significantes.

Entre as mulheres, verificamos que a concentra-
¢ao de leptina no grupo BV (50,2 ng/mL) apresentou
aumento, enquanto os niveis nos grupos | (26,2 ng/
mL), TT (26,7 ng/mL), BT (32,6 ng/mL) e BB (31,7 ng/
mL) apresentaram médias proximas aquela observa-
da nos contatos (28,0 ng/mL) e controles (25,7 ng/mL)
(Gréfico 2). Concentracdes de leptina inferiores ao ob-
servado nos contatos e controles foram encontradas
nos pacientesVV (20,7 ng/mL) e em reagao tipo 1 (19,7
ng/mL) e tipo 2 (17,8 ng/mL). De forma semelhante
ao observado entre os homens, as diferencas entre os
grupos nao foram estatisticamente significantes.

Considerando-se a tendéncia a menor producdo
de leptina nos pacientes virchowianos, procedemos ao
agrupamento dos pacientes em paucibacilares (I, TT e
BT) e multibacilares (BB, BV e VV) e comparamos estes
dois grupos com os controles saudaveis e contatos intra-
domiciliares. Contudo, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significantes (dados ndo demonstrados).

Levando-se ainda em conta que os pacientes vir-
chowianos apresentam menores niveis de imunidade
celular e altos titulos de anticorpos contra antigenos
do bacilo, correlacionamos os niveis de leptina com
os resultados do teste de Mitsuda que avalia a imuni-
dade celular e com os niveis de anticorpos anti-PGL-I.
Esses exames foram realizados no ambito do projeto
multicéntrico do qual foram oriundas as amostras
(DECIT/MS, processo 576051/2008-0). Em ambos os
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casos, nao foi observada nenhuma associacdo com
significancia estatistica (Dados ndao demonstrados).

DISCUSSAO

Estudos recentes indicam que a leptina é muito
mais que uma molécula envolvida na regulacao do
peso corporal através da inibicao da ingestao ali-
mentar ou da estimulacdo do gasto energético pelo
aumento da termogénese*, confirmando sua impor-
tancia ndo sé como um horménio implicado na obe-
sidade. Sabe-se, atualmente, que as adipocinas, entre
elas a leptina, contribuem para a regulacdao de uma
variedade de processos que vao desde a sensibilida-
de ainsulina e controle do apetite até a inflamacéo e
aterogénese?*, Recentes trabalhos sugerem o envolvi-
mento da leptina com o cancer de tiredide?, resistén-
cia a amebiase?, depressao somatica?’, entre outros
fendmenos patoldgicos.

Varios trabalhos tém buscado compreender o pa-
pel da leptina na fisiopatologia da resposta imune,
descrevendo sua participacdo em doencas autoimu-
nes, doenca de Alzheimer, e em varias doencas infec-
ciosas. Considerando que ainda ndo existem estudos
enfocando a sua participagdo na imunologia da han-
seniase, este estudo piloto visou avaliar a producao
de leptina em diferentes formas clinicas da hansenia-
se, bem como em episédios reacionais.

Nossos dados revelam que o dimorfismo sexual
observado fisiologicamente na producao desta adipo-
cina* é mantido nos pacientes hansenianos, ou seja, a
condicdo de paciente hanseniano ndo resultou em au-
mento ou diminui¢do massivos da producao de leptina
capazes de sobrepor as diferencas naturalmente obser-
vadas. Por conseguinte, optamos por analisar separada-

Hansen Int 2012; 37 (2):40-46.



mente os valores encontrados em homens e mulheres,
embora a estratificacdo tenha reduzido o nimero de in-
dividuos por grupo. Entre os homens, que representam
0 maior numero de pacientes com hanseniase em ge-
ral, os valores das concentracdes de leptina foram mais
uniformes. Os pacientes com formas multibacilares, os
quais sdo mais susceptiveis a infeccao pelo M. leprae e
apresentam fraca resposta imune celular com predo-
minio de citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, caracteristicas do
perfil Th2'7, demonstraram niveis menores de leptina.
No polo tuberculéide de maior resisténcia a infeccao
pelo M. leprae, por outro lado, foi observado um discre-
to aumento nos niveis de leptina em comparagao com
o observado nos contatos. Esses achados eram espera-
dos uma vez que a producéo de leptina estd vinculada a
resposta imune celular com padrao de citocinas do tipo
Th13#. Cabe ressaltar que as diferencas encontradas nao
foram estatisticamente significantes, assim, os dados
obtidos nesse estudo embora sugiram uma diminuicao
da leptina nas formas multibicacilares ndo permitem
nenhuma associacdo conclusiva entre a forma clinica
da hanseniase e os niveis séricos desta adipocina.

Quanto a producao de leptina na reacao do tipo
1, esta apresenta um discreto aumento em relacdo
aos contatos intradomiciliares, mas ndo em relacdo
aos controles. Na reacdo tipo 2 (ENH) caracterizada
pela deposicao de imunocomplexos e complemento
associados aos antigenos do M. leprae, embora a par-
ticipacao da resposta imune com perfil Th1 tem sido
sugerida pela presenca de TNF-a e IL-6 associada a di-
minuicdo ou auséncia de IL-4 nas lesdes?, nao foi veri-
ficado nenhum indicio de elevacdo nos niveis séricos
de leptina, sugerindo que esta ndo tem qualquer pa-
pel neste fendmeno. Deste modo, a leptina nédo pare-
ce ter um papel preponderante no desencadeamento
das reacdes hansénicas.

Foi observado que as mulheres apresentaram ni-
veis mais elevados de leptina e uma maior variacdo
desses valores quando comparadas aos homens. In-
fortunadamente, o nUmero de amostras nao pode ser
ampliado dado ao limitado nimero de casos de han-
seniase entre as mulheres examinadas pelo projeto,
em particular, com as formas clinicas BB, BV, VV e em
reacao tipo 2.

Estudos futuros levando em conta dados relativos
ao estado nutricional do individuo com base no indice
de massa corporea podem ser Uteis para um melhor
entendimento da participacdo desta molécula na do-
enca uma vez que Santucci, et al.?® estudando a rela-
cao entre o metabolismo e os sistemas imune e endo-
crino em pacientes com tuberculose correlacionaram
positivamente o indice de massa corporal e os niveis
de leptina, sendo que estes ultimos estavam diminui-
dos nas formas graves da doenca. Keicho et al*° abor-
dando o evento inflamatério e o metabolismo, mos-
tram niveis de leptina significativamente mais baixos
em pacientes com tuberculose ativa e justificaram tal
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fato pelo estado de desnutricao da populagao estuda-
da corroborando com a susceptibilidade do paciente
frente a infeccdo em decorréncia da deficiente imuni-
dade mediada por células.

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo
nao demonstraram associacao dos niveis de leptina
com as formas clinicas da hanseniase, embora uma
tendéncia a niveis diminuidos tenha sido percebida
nas formas multibacilares.
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