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RESUMO

A Hidradenite Supurativa (HS) ¢ uma doenca inflamatoéria crénica frequentemente
subdiagnosticada, que afeta principalmente mulheres, exercendo um impacto significativo na
qualidade de vida dos pacientes. No contexto especifico da HS, os neutrofilos destacam-se pela
expressiva contribui¢do no processo inflamatério e na resposta imune, incluindo a presenca de
uma subpopulacdo denominada neutrdfilos de baixa densidade (LDNs). Esses LDNs tém sido
identificados em diversas doengas inflamatérias e autoimunes, apresentando propriedades
imunossupressoras € possuindo fenotipos pro-tumorais. Em vista disso, este estudo tem como
objetivo avaliar a frequéncia de LDNs no sangue periférico de pacientes com HS e investigar
suas associagdes com a progressao da doenca. Foram recrutados pacientes do ambulatorio de
Dermatologia do Hospital das Clinicas-UFPE, classificados pela gravidade da HS segundo os
critérios de Hurley e o "International Hidradenitis Suppurativa Severity Score System" (IHS4).
Amostras de sangue periférico foram coletadas, processadas e analisadas por citometria de
fluxo para determinar a frequéncia de LDNs. Até o momento, 30 amostras foram processadas,
das quais 11 foram analisadas. Os resultados indicam que pacientes em estagios avancados da
HS apresentam maior frequéncia de LDNs. Dois pacientes no estagio I de Hurley apresentaram
frequéncias de LDNs acima do valor de referéncia, j& entre os seis pacientes no estagio II de
Hurley, dois exibiram alta frequéncia de LDNs, enquanto apenas um dos trés pacientes no
estagio III de Hurley apresentou alta frequéncia de LDNs. Além disso, quatro pacientes foram
classificados com HS leve pelo IHS4, trés foram classificados com HS moderado, e quatro com
HS grave. A investigacdo do impacto dos tratamentos revelou que pacientes sem tratamento ou
com tratamentos tdpicos, como Resorcinol, mostraram frequéncias elevadas de LDNs,
enquanto a maioria dos pacientes em tratamento sistémico ndo exibiu essa associa¢do, com
excegdo de um paciente em uso de Adalimumabe. Estes resultados preliminares sugerem uma
relacdo entre a presenga de LDNs e a gravidade da HS, destacando a necessidade de ampliar a
amostra para validagdo estatistica robusta. O estudo contribui para a compreensdo dos
mecanismos imunoldgicos subjacentes @ HS e pode auxiliar na melhoria das estratégias
diagnosticas e terapéuticas, visando um manejo mais eficaz da doenga.
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1 INTRODUCAO

A hidradenite supurativa (HS) € uma doenca inflamatdria cronica subdiagnosticada no
Brasil, caracterizada por inflamacao perifolicular especialmente em areas de dobras cutaneas.
Com a progressao da inflamag¢do aumentam-se os niveis de citocinas, acompanhados de uma
intensa infiltracdo neutrofilica. A persisténcia de neutréfilos no tecido, sejam ativados ou
mortos, colabora para formagdo de imunocomplexos, responsaveis por amplificar a resposta
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imune (SILVA, 2015).

A presenca de uma subpopulacdo especifica de neutrofilos, denominados como
neutréfilos de baixa densidade (LDN) “Low Density Neutrophils”, tem sido identificada em
pacientes com diversas doengas inflamatorias e autoimunes, incluindo artrite reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, sepse, cancer, vasculite e infeccoes por HIV (SCAPINI;
CASSATELLA, 2014; WRIGHT et al., 2017). E mais recentemente, a caracterizagdo dos
neutréfilos de baixa densidade tem sido relacionada a gravidade de doencgas, como na COVID-
19 (CABRERA et al., 2021).

Os neutréfilos de baixa densidade recebem esse nome porque exibem propriedades
alteradas de flutuabilidade celular e, portanto, sedimentam dentro da fracdo de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Os LDNs apresentam propriedades
imunossupressoras, possuindo fendtipos pro-tumorais (SHAUL, et al. 2020; HSU et al., 2020).
Além disso, os LDNs apresentam uma maior capacidade de formar armadilhas extracelulares
de neutréfilos (NETs) e de sintetizar mediadores pré-inflamatorios, como IFN do tipo 1, IFN-
y ¢ TNF-a, em comparagdo com outra subpopulagdo de neutrofilos, denominados como
neutrofilos de densidade normal (NDN) “Normal Density Neutrophils”, que exibem fenotipos
antitumorais (DENNY et al., 2010; CARMONA-RIVERA; KAPLAN, 2013).

Os neutrofilos sdo proeminentes na pele lesionada de pacientes com HS, atuando na
intensifica¢do da inflamacao e afetando a cicatrizagdo das lesdoes (NAKABO; ROMO-TENA;
KAPLAN, 2022). A hidradenite supurativa ¢ uma doencga debilitante, estigmatizante e de dificil
tratamento que provoca graves impactos fisicos e psicologicos. O diagnostico, geralmente
tardio, contribui para o agravamento do quadro clinico.

Neste contexto, o presente estudo tem por objetivo avaliar o perfil neutrofilico de
pacientes com HS para demonstrar possiveis associacdes da presenca de neutréfilos de baixa
densidade com a progressao da doencga e auxiliar os médicos na classificagao fenotipica e no
diagnostico mais preciso e célere.

2 MATERIAIS E METODOS

Os pacientes que buscaram atendimento no ambulatério de Dermatologia do Hospital
das Clinicas-UFPE foram convidados a participar do projeto de pesquisa e apds a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foram coletadas 2 amostras de sangue
periférico em tubo contendo EDTA (4 ml cada). Os pacientes recrutados foram classificados de
acordo com a gravidade da doenca em dois sistemas de pontuacdo, os critérios de Hurley e o
“International Hidradenitis Suppurativa Severity Score System” (IHS4). O projeto se encontra
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) local sob o ntmero: CAAE:
03096118.1.0000.5208.

Posteriormente, as amostras coletadas foram levadas ao laboratorio de Imunologia do
iILIKA/UFPE onde foram processadas em até 6 horas apos a primeira coleta, respeitando o
tempo de vida médio dos neutrofilos, que € de 6 a 12 horas na circulacao (PILLAY et al., 2010;
PRUCHNIAK etal.,2013; MAYADAS et al., 2014). A partir do sangue periférico coletado foi
feito o isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) seguindo um
protocolo pré-estabelecido para isolamento do PBMC. O Ficoll-hypaque foi utilizado para
promover a separagao por densidade do PBMC dos demais elementos do sangue. A viabilidade
celular foi avaliada através da contagem de células na camara de Neubauer.

O PBMC isolado foi marcado com os seguintes marcadores, de acordo com a instru¢ao
do fabricante (BD System): CD15 (BV711), L&D (BV570), CD3 (FITC), CD16 (BV480),
CDI11b (PE-CF594), CD14 (A700) e fixado com PFA 2%. Esses marcadores permitem
determinar perfil e polaridade dos granuldcitos (CABRERA et al., 2021; LOKUTA; NUZZI;
HUTTENLOCHER, 2007).

Em seguida, a frequéncia de neutréfilos de baixa densidade foi avaliada pela tecnologia
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de citometria de fluxo e os dados obtidos foram analisados através do pacote de software para
analise de dados de citometria de fluxo (FlowJo).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o presente momento, 30 amostras foram processadas, marcadas, fixadas e avaliadas
pela tecnologia de citometria de fluxo. Desse total, 11 amostras foram analisadas no FlowJo e
os dados obtidos foram organizados de modo a possibilitar a associagdo entre a frequéncia de
LDNs presente no sangue periférico dos pacientes, as caracteristicas demograficas (sexo e
1dade) da populagdo em estudo e os sistemas de pontuagdo (Hurley e IHS4), conforme mostra
a Tabela 1. As 19 amostras restantes ainda serdo analisadas no FlowJo e os resultados obtidos
serdo inseridos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e contagem dos pacientes diagnosticados com HS incluidos
no estudo.

Sample: Singlets/Mono

N° Live/CD11b+/CD16+/CD15+Sexo Idade Hurley IHS4
| CD14- | Freq. of Parent

1 Paciente 191 2,45 Feminino 46 I 11
2 Paciente 15 1,17 Masculino 38 111 > 11
3 Paciente 110 3,82 Masculino 27 11 0
4 Paciente 166 0,61 Masculino 27 11 8
5 Paciente 171 6,52 Masculino 17 11 3
6 Paciente 189 0,86 Masculino 15 11 4
7 Paciente 161 1,71 Feminino 49 II 10
8 Paciente 026 0,22 Feminino 48 111 > 11
9 Paciente 132 4,83 Masculino 27 111 > 11
10 Paciente 165 2,36 Feminino |19 I 0
11 Paciente 190 1,28 Feminino 36 I 0
Controle Todas as marcacoes 2,28 \Controle \

A HS geralmente tem inicio entre a puberdade e os 40 anos e afeta mais comumente
mulheres do que homens, em uma propor¢do de aproximadamente 3 para 1 (BALLARD;
SHUMAN, 2022); um estudo retrospectivo mostrou que a prevaléncia para mulheres foi mais
do que o dobro da dos homens (GARG et al., 2017). Outro estudo, este de coorte, realizado nos
EUA confirmou esses achados, com 63,3% dos pacientes com HS tendo entre 18 ¢ 44 anos e
75,6% sendo mulheres (SLYPER et al., 2018).

Nosso estudo corrobora esses achados, uma vez que, atualmente, ha cerca de 200
pacientes diagnosticados com HS em tratamento no ambulatdrio de dermatologia do HC-UFPE.
A maioria desses pacientes estd na faixa etaria de 18 a 44 anos, conforme detalhado na Tabela
1, sendo que mais da metade sdo do sexo feminino. Apesar de a Tabela 1 indicar que a
propor¢do de mulheres ¢ homens em relagdao ao total de pacientes ¢ de 45,45% e 54,55%,
respectivamente, essa distribui¢do ndo representa o numero total efetivo de pacientes com HS
incluidos na pesquisa. Isso se deve a necessidade de prosseguirmos com a coleta e analise de
amostras para aumentar o nimero de participantes (N) e obter uma compreensdo estatistica
mais robusta do panorama geral.

Virios sistemas de pontuacdo sdo comumente usados para avaliar a gravidade e
extensao das lesdes na HS, incluindo os estagios de Hurley, o escore de hidradenite supurativa
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Sartorius, a avaliacdo global da hidradenite supurativa (HS-PGA), resposta clinica da
hidradenite supurativa (HiSCR), entre outros (JAFARI et al., 2020). Os critérios de Hurley sao
usados para classificar a HS em trés estagios diferentes e embora sejam fUteis para a
classificacdo inicial da HS, eles sdo estaticos e podem ndo ser sensiveis o suficiente para
acompanhar as mudangas clinicas ao longo do tempo ou para avaliar a eficacia do tratamento
(Tabela 2) (ZOUBOULIS et al., 20151).

Tabela 2. Estagios de Hurley

Formagao de abscessos, tnicos ou multiplos, sem fistulas ou

Estagio 1 cicatrizacao.
Abscessos recorrentes, lesdes unicas ou multiplas e muito
Estagio 11 separadas, com formacgao de tuneis e/ou cicatrizes.
Envolvimento difuso ou quase difuso ou multiplos tineis e
Estagio 111 abscessos interconectados em toda a area.

Dado extraido e adaptado de SABAT et al., 2020.

De acordo com a Tabela 1, seis pacientes foram classificados como estagio I1 de Hurley,
dos quais dois exibiram uma alta frequéncia de LDNs, com valores de 6,52 e 3,82. Entre os trés
pacientes classificados no estagio III de Hurley, apenas um apresentou uma alta frequéncia de
LDNs, registrando um valor de 4,83. Dois pacientes foram classificados como estagio I de
Hurley, ambos apresentando frequéncias de LDNs acima do valor de referéncia, com valores
de 2,45 e 2,36. Assim, totalizam-se cinco pacientes com frequéncias de LDNs superiores ao
valor de referéncia.

Em contraste, seis pacientes apresentaram frequéncias de LDNs abaixo do valor de
referéncia. Desses, dois foram classificados como estagio III de Hurley e quatro como estagio
IT de Hurley. Com o progresso da pesquisa € o aumento do nimero de pacientes (N), esses
resultados poderao ser revisados.

J& o “International Hidradenitis Suppurativa Severity Score System” (IHS4) ¢ um
sistema de pontuacao mais recente que foi desenvolvido para avaliar a gravidade da HS de uma
forma mais completa e abrangente. Ele leva em consideracdo quatro aspectos da doenga: lesoes,
sintomas, extensdo da doenga e qualidade de vida; e a pontuagdo ¢ baseada na contagem de
nddulos inflamatorios, abscessos e tineis. O IHS4 pode ser usado para avaliar a gravidade da
doenca em pacientes com qualquer nivel de gravidade e pode ser util para detectar mudancas
na doenga ao longo do tempo (Tabela 3) (ZOUBOULIS et al., 2017).

Tabela 3. International Hidradenitis Suppurativa Severity Score System (IHS4)
Leve < 3 pontos (numero de nodulos inflamatérios X1 e nimero de abscessos x2)

4-10 pontos (numero de nodulos inflamatorios %1, nimero de abscessos X2 e
Moderado  numero de tineis de drenagemx4)

> 11 pontos (nimero de nodulos inflamatdrios %1, nimero de abscessos x2 e
Grave numero de tineis de drenagemx4)
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Dado extraido de SABAT et al., 2020.

De acordo com a Tabela 1, quatro pacientes foram classificados com um nivel de
gravidade leve da Hidradenite Supurativa. Trés pacientes foram categorizados com um nivel de
gravidade moderado, enquanto quatro pacientes foram identificados com um nivel de gravidade
severo da HS. Importa salientar que essa classificagdo foi determinada no dia da coleta das
amostras de sangue periférico. Diferentemente dos estdgios de Hurley, que constituem uma
classificacdo estatica, o Indice de Gravidade da Hidradenite Supurativa (IHS4) pode variar ao
longo do tratamento.

Ressalta-se que, no dia da coleta, cinco pacientes estavam sem tratamento. Desses, dois
apresentaram uma frequéncia de LDNs acima do valor de referéncia, com valores de 2,45 e
2,36. Trés pacientes estavam usando apenas Resorcinol 15% creme; entre eles, dois
apresentaram alta frequéncia de LDNs, com valores de 6,52 e 3,82. Um paciente estava em uso
de Metformina 1,5 g/dia, outro em terapia combinada de Tetraciclina 1 g/dia e Resorcinol 15%
creme, € um ultimo paciente estava usando Adalimumabe. Apenas o paciente em uso do
imunobiolodgico apresentou uma alta frequéncia de LDNs, com um valor de 4,83.

Devido a escassez de evidéncias cientificas que estabelecam uma associagao entre a
frequéncia de LDNs no sangue periférico de pacientes com Hidradenite Supurativa e a
gravidade e progressdo da doenca, é imperativo ampliar o nimero de participantes no estudo
para obter resultados mais completos e fidedignos.

4 CONCLUSAO

Os resultados preliminares reforcam a prevaléncia da HS entre mulheres, corroborando
estudos anteriores que demonstraram uma propor¢ao significativamente maior de pacientes do
sexo feminino afetados pela doenga. Além disso, a faixa etdria predominante dos pacientes
diagnosticados com HS, que se concentra entre 18 e 44 anos, confirma a tendéncia observada
em estudos epidemioldgicos anteriores.

A analise dos dados de pacientes classificados nos estagios de Hurley e nos niveis de
gravidade da HS pelo IHS4 revelou uma associacdo significativa entre a frequéncia de LDNs e
a gravidade da HS, evidenciando que pacientes com estagios mais avangados da doenca
apresentam maior frequéncia de LDNs circulantes, sugerindo que esses neutrofilos podem
desempenhar um papel importante na intensificagdo da resposta inflamatodria caracteristica da
HS.

Além disso, a investigagdo do uso de diferentes tratamentos para HS revelou insights
valiosos. Enquanto alguns pacientes em tratamento topico apresentaram frequéncias de LDNs
elevadas, outros em tratamento sistémico ndo demonstraram tal associagdo, exceto um paciente
em uso de Adalimumabe.

A continuacdo deste estudo, com o aumento do nimero de amostras e participantes,
permitira uma andlise estatistica mais robusta, fortalecendo as conclusdes iniciais e
contribuindo para a elaboracdo de algoritmos de diagndstico clinico-molecular mais precisos.
Em ultima andlise, esses esforgos visam melhorar a precisdo diagnoéstica e a eficacia dos
tratamentos para pacientes com HS, mitigando os impactos fisicos e psicologicos desta doenga
inflamatoria cronica.
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