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A forma multibacilar da hanseniase pode apresentar manifestacdes inflamatoérias
agudas, conhecidas como episodios reacionais. Um desses episodios € o eritema
nodoso hanseniano (ENH), considerado o quadro clinico mais grave da hanseniase,
sendo caracterizado pelo aparecimento abrupto de mdultiplas les6es novas, sintomas
sistémicos e agravamento da neuropatia. A talidomida é o farmaco de escolha para o
tratamento e tem efeito benéfico num curto periodo de tempo. Dados recentes do
NOsso grupo demonstram uma maior expressao de TLR-9, tanto nas lesdes como no
sangue de pacientes ENH. Uma consequéncia importante da ativacéo da via de TLR-
9 é a producéo de IFN tipo I, especialmente o IFN-a. Essa citocina tem sido implicada
na patogénese de varias doencgas inflamatérias cronicas com intercorréncias agudas,
como a psoriase e o lupus eritematoso sistémico, contribuindo para uma desregulacao
da imunidade inata e adquirida e amplificacdo do processo inflamatério. Baseado nos
dados acima citados, este estudo teve como objetivo analizar a participacao de IFN-I
na patogénese do ENH. Para alcancar este objetivo, amostras de sangue e lesGes de
pele de pacientes com as formas multibacilares sem reacdo (grupo LL/BL) e com
diagnostico da reacao antes de iniciar o tratamento com talidomida (grupo ENH DO)
foram coletadas. Também analisamos amostras clinicas de pacientes ENH apoés 7
dias de tratamento com talidomida (grupo ENH D7) para avaliar o impacto deste
medicamento na via de IFN-I. Foram realizados ensaios de imunofluorescéncia e PCR
em tempo real para investigar, respectivamente, a presenca de IFN-a e a expressao
de genes de assinatura de IFN-I (EIF2AK2, MX1 e IFIT-1). Além disso, 0s niveis da
proteina MX1 na lesédo cutanea foram analisados através de western blotting. Os
resultados de expressao génica indicam niveis mais elevados de RNAmM de EIF2AK2
tanto na lesdo cutdanea como no sangue de pacientes ENH DO. Ja no que se refere
aos genes MX1 e IFIT-1 ndo houve diferenca entre os grupos. O tratamento com a
talidomida resultou na diminuicao da expressao dos genes EIF2AK2 e MX1. Os niveis
proteicos de MX1 se mostraram elevados nos pacientes LL/BL e ENH DO, com uma
diminuicdo apo6s o tratamento com a talidomida. Imagens de imunofluorescéncia
sugerem a presenca de um maior numero de células produtoras de IFN-a nas lesdes
de pacientes ENH DO quando comparadas a LL/BL, ocorrendo uma diminuicédo
drastica apds 7 dias de tratamento com talidomida. Finalmente, confirmamos que o
IFN-a possui a capacidade de induzir a NETose em neutrdfilos de individuos sadios.
Em conjunto esses resultados sugerem o envolvimento do IFN do tipo | na patogénese
do ENH, abrindo perspectivas para a identificacdo de biomarcadores para o
diagndstico precoce do ENH e novos alvos para melhor conduta terapéutica deste
episodio reacional.
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The course of multibacillary leprosy may be interrupted by acute inflammatory
episodes known as leprosy reactions. Erythema nodosum leprosum (ENL) is
considered the most severe reactional episode, being characterized by the abrupt
onset of multiple new lesions and systemic symptoms and worsening of neuropathy.
Thalidomide is the drug of choice for ENL treatment with a beneficial effect in a short
time period. Recent data from our group have shown an increased TLR-9 expression
in both the lesions and in the circulating mononuclear cells of ENL patients. Moreover,
the serum levels of endogenous DNA-histone and mycobacterial DNA-histone
complexes, which are TLR-9 ligands, were also high in ENL patients. An important
consequence of the activation of the TLR-9 pathway is the production of type-l
interferon (IFN-I). This cytokine has been shown to play a key role in the pathogenesis
of several chronic inflammatory diseases with acute intercurrences such as psoriasis
and systemic lupus erythematosus. Based on the above-mentioned data, this study
aimed to analyze the participation of IFN-I in the pathogenesis of ENL. To achieve this
goal, blood samples and skin lesions from unreactional multibacillary patients (LL / BL
group) and patients diagnosed with ENL before starting thalidomide treatment (ENL
DO group) were collected. We also analyzed clinical samples from ENL patients after
7 days of thalidomide treatment (ENL D7 group) to assess the impact of thalidomide
on the IFN-I pathway. Immunofluorescence and real-time PCR assays were performed
to investigate, respectively, the presence of IFN-a and the expression of IFN-I
signature genes (IFIT-1, MX-1 and EIF2AK2). In addition, MX1 protein levels in the
skin lesion were analyzed by western blotting. Our gene expression data indicate
higher levels of EIF2AK2 mRNA in both skin lesions and blood of ENH DO patients.
Regarding the expression of MX1 and IFIT1 genes, no difference between the groups
was observed. Thalidomide treatment resulted in decreased expression of EIF2AK2
and MX1 genes. Protein levels of MX1 were elevated in LL/BL patients and ENL DO,
with a decrease after thalidomide treatment. Immunofluorescence images suggested
the presence of a greater number of IFN-a producing cells in the lesions of ENL DO
patients compared to LL/BL, and with a drastic decrease in production after 7 days of
thalidomide treatment. Finally, we confirmed that IFN-a has the ability to induce
NETose in neutrophils from healthy individuals. Taken together, our data suggest the
involvement of type | IFN in the pathogenesis of ENL, with perspectives for the
identification of biomarkers for early diagnosis and new therapeutic targets for a better
management of this reactional episode.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase
1.1.1 Epidemiologia, aspectos gerais

A hanseniase € uma doenca infecciosa crénica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. A doenca afeta a pele e nervos periféricos, podendo resultar a
longo prazo em deformidades irreversiveis e incapacidades fisicas no paciente. A
transmissao do M. leprae ainda € assunto de muita discussao, mas acredita-se que
ela ocorra através do contato proximo e prolongado de um individuo infectado que nao
esta recebendo tratamento, com outro individuo susceptivel a doenca. A partir desse
contato préximo, ocorre a inalacdo de bacilos contidos na secrecao nasal ou bucal,
sendo a principal via de transmissdo a mucosa nasal. Menos comumente, a
transmissao pode ocorrer por erosdes da pele e, outras rotas de transmissao, como
sangue, transmissdo vertical, leite materno e picadas de insetos, também s&o
possiveis (Revisto em Suzuki et al., 2012; revisto em Lastoria et al., 2014). Além disso,
um estudo em 2011 descobriu que a mesma linhagem genotipica do M. leprae foi
detectada em alta incidéncia em tatus selvagens e pacientes com hanseniase no sul
dos EUA, sugerindo que a hanseniase pode ser uma zoonose em regides onde os
tatus servem como reservatoério (Truman et al., 2011). O bacilo de Hansen pode ficar
incubado de 2 a 20 anos ou mais até o aparecimento dos sintomas clinicos da doenca.
O diagndstico da hanseniase é confirmado quando se encontram pelo menos 1 dos 3
sinais preconizados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS): perda da
sensibilidade de uma regido da pele hipopigmentada ou avermelhada; nervo periférico
espessado com perda de sensibilidade e presenca de bacilos alcool-acido resistentes
em esfregacos de pele (WHO, 2018).

Os esforcos para a erradicacdo de uma doenca considerada por muitos autores
uma das mais antigas enfermidades conhecidas pelo homem, tém alcancado um
grande avanco, conseguindo inclusive sua cura através de um programa terapéutico
e, dessa forma, a diminuicdo do numero global de casos de hanseniase de cerca de
12 milhdes de doentes na década de 80 para aproximadamente 200 mil casos nos
dias atuais (WHO, 2019). Contudo, apesar do constante comprometimento da OMS
no combate a hanseniase, a doenca ainda se configura um problema de saude publica

em alguns paises. Em 2018 foram notificados em 159 paises e territérios 208.619 mil
1



Nnovos casos, e a taxa de detec¢cdo de novos casos foi de 2,74 por 100.000 mil
habitantes (WHO, 2019). O Brasil contribuiu com 93% dos novos casos de
hanseniase na regido das Américas, sendo o segundo pais com maior numero de
novos casos registrados (28.875 mil casos em 2018), ficando atras apenas da india,
e com uma taxa de deteccédo de 120.334 mil novos casos, representando 57,68%
dos casos de hanseniase no mundo. Esses parametros classificam o Brasil como de

alta incidéncia para a doenga (WHO, 2019).

Distribuicdao geografica de novos casos de hanseniase, 2018.

Nuamero total de novos casos detectados

0
1-10
11-100
101-1000
1001-10.000
>10.000

HERERL

Sem dados

Figura 1: Distribuicdo geografica dos novos casos de hanseniase, 2018 (WHO, 2019).

A distribuicdo de casos novos registrados de hanseniase no Brasil em 2018 por
regido do Pais esta representada na Figura 2 (www.saude.gov.br). A Regido Nordeste
do Brasil apresenta 0 maior niumero de novos casos, com 11.725 novos casos

registrados, seguida da Regido Centro-Oeste com 6642 novos casos.
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Figura 2: Grafico de distribuicdo de novos casos de hanseniase no Brasil em 2018. (Adaptado
Ministério da Saude, 2018).

1.1.2 Mycobacterium leprae

M. leprae, também conhecido como bacilo de Hansen, foi descoberto em 1873
pelo médico Gerhard Armauer Hansen na Noruega (Hansen, 1955). O agente
etiolégico da hanseniase € um patogeno intracelular obrigatorio que possui tropismo
por macrofagos e células de Schwann (revisto em Scollard et al., 2006). O M. leprae
€ uma bactéria que pertence a ordem dos Actnomycetales, familia Micobacteriaceae
e género Mycobacterium, o qual compreende um grande nimero de microrganismos.
E um bacilo em forma de bastonete reto ou levemente curvado, que mede
aproximadamente de 1,5 a 8,0 um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de diametro
(Figura 3A). Devido ao seu alto teor de lipideos, cora-se fracamente pela coloracéo
de Gram. S&o bactérias que quando coradas pela fucsina, resistem a descoloracéo
por uma solucdo alcool-acida, sendo assim denominado um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) (Rees, 1985).

A parede celular do género Mycobacterium € composta principalmente por um
envoltério celular extremamente rico em lipidios complexos na forma de acidos
micélicos e lipoarabinomanana (LAM), gue ndo sdo encontrados em outras bactérias.
E, mais externamente sdo encontrados glicolipideos, como o glicolipideo fendlico-|
(PGL-I), encontrado exclusivamente em M. leprae, conferindo elevada especificidade

imunoldgica a esse patégeno (revisto em Scollard et al., 2006).



Desde a sua descoberta, ainda é um grande desafio o estudo desse bacilo,
pois apesar dos grandes esfor¢cos, ainda ndo € possivel realizar o seu cultivo in vitro.
Em 1960 Shepard demonstrou que ao infectar o coxim plantar de camundongos
(Figura 3B) BALB/c com 10%a 10%bacilos, os camundongos infectados apresentavam
uma multiplicacéo lenta do bacilo e uma leséo localizada da hanseniase durante 9 a
12 meses (Shepard, 1960 e 1962). Ainda com a grande necessidade de obtencéo de
maiores quantidades de M. leprae para fins académicos, a infec¢cdo de camundongos
atimicos nude Foxnlnu/nu também foi demonstrada como uma fonte de obtencéo de
grandes quantidades do bacilo. Nesses animais, sdo inoculados 5 x 107 bacilos no
coxim plantar dos camundongos e, apds 6 meses, é possivel obter 1-5 x 10° bacilos
viaveis. Isso acontece devido a esses animais serem mais suscetiveis a infeccéo pelo
M. leprae, em consequéncia da auséncia de linfocitos T (Truman & Krahenbuhl, 2001,
Lahiri et al., 2005). Outra fonte de obtencéo do M. leprae para realizacao de estudos
experimentais € atraves da utilizacao do tatu de nove bandas (Dasypus novencinctus).
Essa espécie de tatu se mostra susceptivel a infeccéo pelo M. leprae, sendo possivel
0 crescimento do bacilo de forma disseminada durante 18 a 24 meses, afetando
diversos orgaos como baco e figado. Dessa forma € possivel obter grandes
guantidades do bacilo e apds a purificacdo, os bacilos podem ser usados vivos por
até uma semana ou mortos apos irradiacéo ou sonicacao (Kirchheimer & Storrs, 1971;
Lloyd & Draper, 1986; Truman, 2005).

Figura 3: Morfologia do M. leprae e seu cultivo em pata de camundongo. A- Microscopia eletrénica
de varredura da suspenséo de micobactéria obtida de cultivo em pata de camundongo. B- Lesdo no
coxim plantar na pata de camundongo congenitamente atimico nude com 6 meses de infec¢éo pelo M.
leprae. (Scollard et al., 2006).



O M. leprae foi originalmente purificado a partir das lesbes de um paciente
multibacilar na India e apds a purificacdo o bacilo foi expandido e purificado a partir
do figado de um tatu de nove bandas, que forneceu a fonte de DNA necessaria para
gue em 2001 o genoma do M. leprae fosse completamente sequenciado. Dessa
forma, foi possivel realizar uma analise comparativa do genoma do M. leprae com o
M. tuberculosis, revelando que o M. leprae sofreu um processo de evolucao redutiva,
refletindo em um tamanho menor do seu genoma quando comparado a outras
micobactérias. Menos da metade do seu genoma contém genes funcionais e uma
grande quantidade de genes inativados, que podem ter sido perdidos por mutagao ou
pseudogenes. A reducéo do tamanho do genoma resultou na eliminacdo de algumas
vias metabdlicas essenciais, explicando, em parte, a necessidade do metabolismo
intracelular e sua incapacidade de crescimento in vitro (Cole et al., 2001).

1.1.3 Formas clinicas da Hanseniase

A hanseniase se manifesta através de um espectro de formas clinicas, e isso
ocorre devido a capacidade do hospedeiro em desenvolver uma resposta imunologica
celular eficiente ou ndo, contra o M. leprae. Estima-se que aproximadamente 95% dos
individuos que entram em contato com o M. leprae apresentam uma resposta imune
eficiente contra o bacilo e, por consequéncia, ndo desenvolvem a doenca. No entanto,
esses individuos sdo considerados carreadores do bacilo, podendo facilitar a
transmissao da bactéria para outras pessoas. A doenca frequentemente se manifesta
inicialmente na forma clinica denominada de indeterminada, geralmente caracterizada
pelo aparecimento de uma Unica mancha hipocrémica, com disturbio da sensibilidade,
podendo ser acompanhada de alopécia e/ou anidrose (revisto em Scollard et al.,
2006).

A primeira classificacdo da hanseniase surgiu em 1953, durante o congresso
internacional de leprologia na Espanha, a classificacdo de Madri. Nesta, sdo utilizados
0s aspectos clinicos, bacteriolégicos, imunoldgicos e histolégicos da hanseniase,
dividindo os pacientes em quatro grupos principais: polar-lepromatosa, polar-
tuberculdide, a forma indeterminada e a intermediaria ou dimorfa (revisto em Talhari
et al.,, 2015). Em 1966, Ridley e Jopling propuseram um novo esquema de
classificacdo para identificar as formas clinicas dos pacientes. Nesse esquema de

classificacdo, os critérios utilizados para identificacdo do paciente se baseiam em
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critérios clinicos, bacteriolégicos e, principalmente, imunolégicos e histopatologicos.
De acordo com os critérios apresentados, os pacientes sao classificados utilizando as
designacdes TT (tuberculbide-tuberculdide) e LL (lepromatoso-lepromatoso) para os
grupos polares e BT (borderline-tubercul6ide), BB (borderline-borderline) e BL
(borderline-lepromatoso) para os grupos intermediarios (Ridley e Jopling, 1966)
(Figura 4).

A hanseniase TT é considerada a forma clinica com maior resisténcia a
infeccdo e é caracterizada por uma intensa resposta imune celular contra o M. leprae,
apresentando apenas 1 lesdao bem demarcada com hipopigmentagdo central e
hipoestesia e a presenca de poucos bacilos (Ridley e Jopling, 1966; revisto em Talhari
et al., 2015). Os pacientes do polo TT apresentam uma resposta celular do tipo Thi,
com producéo de citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF) e interferon gama
(IFN-y) que ativam mecanismos microbicidas nos macrofagos. As lesdes do polo TT
apresentam um influxo de células T CD4* e granulomas bem formados (Modlin et al.,
1988; Foss, 1997; revisto em Misch et al., 2010). Em contrapartida, os pacientes do
polo LL apresentam a forma mais disseminada da doenca, com numerosas lesdes
mal demarcadas, que com a progressao da doenca podem se tornar elevadas ou
nodulares e podem surgir em todas as partes do corpo, e 0s pacientes tambéem
apresentam alta carga bacilar (indice bacteriolégico — IB). O polo LL é caracterizado
pela producédo da interleucina 10 (IL-10) e do fator de transformacéo do crescimento
(TGF-B), que regulam negativamente as respostas do tipo Thl, além da intensa
producédo de anticorpos, que nado € eficaz na eliminacéo do patégeno. As lesdes do
polo lepromatoso apresentam uma maior proporcéo de células T CD8* em relacéo a
células T CD4+ e macréfagos com aspecto espumoso com grande numero de bacilos
no seu interior (Modlin et al., 1988; revisto em Misch et al., 2010; revisto em Souza et
al., 2017).

A maioria dos pacientes com hanseniase desenvolve as formas clinicas
classificadas como borderline (BT, BB, BL). Os pacientes BB sdo extremamente
instaveis e raros, e podem evoluir para as formas TT ou LL rapidamente (ref).
Apresentam lesGes caracterizadas por placas infiltradas, com bordas internas bem
definidas e bordas externas indefinidas, podendo atingir a pele normal em algumas
areas, frequentemente também podem apresentar papulas e nodulos. Esse grupo
apresenta indice bacteriologico (IB) que pode variar de 2 a 4. Os pacientes BT

apresentam lesdes que sdo semelhantes as do polo tubercul6ide, no entanto, séo
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maiores e em maior quantidade. As lesdes podem variar de forma, cor e tamanho no
mesmo paciente, a cor pode variar de hipocromica a vermelha, e podem apresentar
pequenas les6es chamadas satélites, localizadas proxima de uma lesdo maior que se
estende desde as bordas. O grupo BT, apresenta um IB que geralmente n&o excede
2. Por ultimo, os pacientes BL apresentam caracteristicas semelhantes ao polo
lepromotoso, sendo acometidos por lesdes maculares hipopigmentadas, espalhadas
por todo o corpo igualmente. Durante a evolucdo da doenca, a lesdo aumenta de
tamanho, tornando-se eritematosa e infiltrada, com bordas irregulares que invadem a
pele normal. Esses pacientes apresentam baciloscopia altamente positiva (Revisto em
Virmond et al., 2015; revisto em Talhari et al., 2015).

Exposi¢do ao M. leprae
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Figura 4: O espectro da hanseniase e possiveis mecanismos de dano tecidual. As manifestacdes
da hanseniase sédo classificadas ao longo de um espectro clinico de tuberculdide-tubercul6ide (TT),
borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL) e lepromatoso-

lepromatoso (LL). Cada polo esta associado a um perfil imunoldgico celular ou humoral caracteristico.
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A reacao reversa mediada pelo aumento da imunidade mediada por células e citocinas associadas ao
processo inflamatério. O eritema nodoso hanseniano mediado por um intenso infiltrado de neutrdfilos,
complexo antigeno-anticorpo e aumento de citocinas associadas a resposta Thl e Th2. (Adaptado de
Misch et al., 2010).

Antes, durante ou apods o tratamento poliquimioterdpico podem ocorrer
episodios inflamatoérios agudos, conhecidos como episddios reacionais, podendo ser
classificados em reacgéo do tipo 1 [reacdo reversa (RR)], ou a reacao do tipo 2 [eritema
nodoso hanseniano (ENH)] (Figura 4). Os episddios reacionais sdo uma complicacao
extremamente grave da hanseniase, independente do momento em que aconteca, e
podem acometer de 20% a 50% de todos o0s pacientes diagnosticados com
hanseniase. As reacfes sao consideradas emergéncias médicas, podendo aumentar
muito a morbidade relacionada a doenca, por isso é de extrema importancia identificar
o tipo de reacdo e realizar o tratamento especifico para reduzir a carga de
incapacidade na hanseniase (Revisto em Kamath et al., 2014).

A reacdo reversa acomete principalmente pacientes com as formas clinicas BT,
BB e BL, sendo resultado da ativacdo da imunidade celular e aumento da producao
das citocinas TNF, IFN-y, IL-1B, IL-2 e IL-12, onde h&a uma inflamacao exacerbada na
pele e comprometimento do nervo periférico, levando a incapacidades fisicas
permanentes, como perda da sensibilidade e alteracbes motoras (Yamamura et al.,
1992; Nery et al., 2013). Os pacientes RR sao caracterizados clinicamente pelo
aumento da inflamacao em lesdes pré-existentes, lesdes anteriormente hipocrémicas
tornam-se vermelhas, sensiveis, intumescidas, e maculas tornam-se placas. As
lesbes também se tornam elevadas e mais definidas e podem ulcerar, podendo surgir
novas lesbes com as mesmas caracteristicas. Edema de extremidades e faces podem
surgir, além de edemas nas maos e nos pés que sdo consideradas pecas chave no
diagnostico da RR. Os nervos mais comumente acometidos sao: ulnar, mediano, tibial
posterior, fibular comum, radial e facial (Revisto em Souza, 1997; Nery et al., 2013).

O ENH acomete pacientes com as formas clinicas BL e LL, que apresentam
sintomas sistémicos e pequenos nédulos avermelhados espalhados pelo corpo, isso
tudo acompanhado do comprometimento dos nervos periféricos. Nesses pacientes
com ENH ocorre uma alta producédo das citocinas TNF, IL-1B, IL-6 e IL-8 que s&o
apontadas como um fator relevante para o desenvolvimento do ENH, além de um
intenso infiltrado de neutrdfilos no tecido. Esses pacientes apresentam

comprometimento de diversos 6rgaos, além da pele. Apesar de muitos estudos terem
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como foco a compreensédo mais profunda sobre os mecanismos que desencadeiam
as reacoes, ainda é dificil determinar a causa dos episodios reacionais (Kahawita &
Lockwood et al., 2008).

Reacao reversa Eritema nodoso hanseniano

Figura 5: Reacdo reversa e eritema nodoso na hanseniase. Paciente com placas eritematosas
causadas pela reacdo reversa. Ao lado paciente com eritema nodoso hanseniano apresentando
papulas, placas e nédulos. (Adaptado de Kamath et al., 2014).

1.1.4 Diagnostico e tratamento

O diagnostico da hanseniase € de extrema importancia e deve ser realizado
seguindo todos os critérios estabelecidos pela OMS, para que se prossiga com 0
tratamento adequado dos pacientes. A hanseniase possui um diagnostico
essencialmente clinico, que avalia sinais e sintomas dermatologicos e neuroldgicos,
baseado na histéria de evolucdo da lesdo, epidemiologia e no exame fisico.
Inicialmente o médico ira realizar o exame fisico da pele e dos nervos periféricos,
observando os nervos da face. Em seguida ira analisar se ha espessamento visivel
ou palpavel dos nervos do pescoco, pés, punho, cotovelo, joelho e tornozelo,
observando se eles estdo visiveis, assimétricos, endurecidos, dolorosos ou com
sensacdo de choque. Apés, ird realizar uma busca por toda a pele do corpo do
paciente a procura de lesfes. Em seguida € realizado o teste de sensibilidade térmica,
dolorosa e tatil, nas lesdes de pele ndo elevadas (manchas) ou elevadas (placas,
nodulos); areas de pele secas ou regides com alteracao de sensibilidade que o préprio

paciente relatou (Ministério da Saude, 2017).



Apesar do diagndstico ser essencialmente clinico, se houver alguma duvida do
diagnéstico é recomendada a realizacdo da baciloscopia e exame histopatolégico. A
baciloscopia consiste na coleta de esfregacos dérmicos (linfa de I6bulos auriculares,
cotovelos e lesdes) e posterior contagem dos bacilos através da coloracdo pelo
método de Ziehl-Neelsen (Ministério da Saude, 2017). J& o exame histopatoldgico,
consiste na coleta de biopsia de pele ou ramos sensitivos dos nervos periféricos, que
sera enviado para um laboratorio de patologia para realizar a coloracdo de Wade para
identificacdo do bacilo (Wade, 1952).

Existem outros métodos para auxiliar o diagnostico preciso da hanseniase,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que é um método com alta
sensibilidade e especificidade para a detec¢cdo de minimas quantidades do DNA do
M. leprae. Essa técnica € amplamente utilizada para diagnostico diferencial em paises
desenvolvidos, embora ndo possa determinar se organismos viaveis estao presentes
porque o DNA pode persistir por muito tempo apos a morte dos microrganismos
(Martinez et al., 2006 e 2009; Suzuki et al., 2010). Mais um teste utilizado é o ensaio
imunoenzimatico (ELISA [Enzime-linked immunosorbent assay]), esse ensaio se
baseia na deteccéao de imunoglobulinas IgM contra o glicolipidio fendlico | (PGL - 1) do
M. leprae. A deteccédo de anticorpos anti- PGL-I tem sido foco de muitos trabalhos,
onde a andlise da soropositividade indica o grau de exposicdo ao M. leprae. Esses
estudos demonstram que pacientes hansenianos no polo lepromatoso produzem
grandes quantidades de imunoglobulinas do tipo IgM reagindo contra este antigeno,
apresentando soropositividade de 80-100%, enquanto pacientes no polo tuberculéide
apresentam niveis baixos de deteccdo de imunoglobulinas especificas, com
soropositividade de 30-60% (Revisto em Moura, 2008). E muito importante que os
resultados dos exames auxiliares sejam correlacionados com a clinica, para que nao

ocorra erro no diagnostico e classificacdo do paciente.
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O tratamento da hanseniase é realizado com poliquimioterapia (PQT). A PQT
foi proposta pela primeira em 1984, por um comité de especialistas da OMS e, desde
1995 o tratamento é fornecido pela OMS gratuitamente para todos os paises
endémicos. A combinacao dos farmacos usados na PQT depende da classificagdo do
paciente. Para pacientes multibacilares (formas LL, BL e BB), o tempo de tratamento
€ de 12 meses, e sdo administradas ao paciente uma dose mensal de 600 mg de
Rifampicina, 100 mg de Dapsona e de 300 mg de Clofazimina. Além disso, o paciente
toma 100 mg de Dapsona e 50 mg de Clofazimina diariamente. Para os pacientes
paucibacilares (formas BT e TT), o tempo de tratamento é de 6 meses, e sao
administradas uma dose mensal de 600 mg de Rifampicina, e 100 mg de Dapsona
diariamente (Gallo et al., 1997; Ministério da Saude, 2017; WHO, 2019).

O tratamento da reacdo reversa ocorre pelo uso do corticoide prednisona,
sendo recomendado na dose de 1-2 mg/kg ao dia até que haja melhora clinica, e para
pacientes que apresentam hipertensdo ou cardiopatia €& recomendada a
dexametasona 0,15 mg/kg ao dia. Para o tratamento de pacientes com ENH, é
administrado a talidomida, na dose de 100 a 400 mg ao dia, por via oral, de acordo
com a gravidade do caso. Como opcéo, para mulheres em idade fértil, € utilizado a
pentoxifilina, na dose de 400 mg trés vezes ao dia (Nery et al, 2013; Ministério da
Saude, 2017).

1.2 Eritema nodoso hanseniano (ENH)

O ENH ocorre devido a uma complicacdo imunolégica grave da hanseniase
multibacilar e acomete de 5-10% dos pacientes BL e 50% dos pacientes LL, que
apresentam alta carga bacteriana (IB >4). Essa complicacdo na hanseniase pode
ocorrer a qualquer momento do tratamento com a poliquimioterapia, mas é mais
comum apos o 12 ano do inicio do tratamento. Além desses fatores para desenvolver
o0 ENH, a gravidez, a lactacdo, a puberdade, a infeccdo intercorrente, a vacinacao e o
estresse psicolégico também foram considerados como fatores de risco para o ENH,
mas essas associacdes ainda ndo foram confirmadas em estudos prospectivos.
Geralmente o ENH pode durar de alguns dias a semanas, no entanto, alguns
pacientes podem desenvolver reagdes recorrentes (Pocaterra et al., 2006; Kahawita
& Lockwood et al., 2008).
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Em pacientes ENH, as lesGes pré-existentes ndo sofrem alteragfes, ocorre o
aparecimento de novas lesfes, onde a pele, aparentemente normal, € acometida por
papulas, nédulos e placas, doloridos e tensos ao toque, de coloragdo rosada, com
margens nao definidas, que evoluem com descamacao central, e podem tornar-se
hemorragicas, chegando a ulcerar. As lesdes apresentam uma distribuicdo simétrica,
bilateral e difusa, e normalmente atinge face, tronco, e superficies extensoras das
extremidades superior e inferior. Além dessas caracteristicas, 0s pacientes
apresentam sintomas sistémicos como febre, mal-estar e inflamag¢do que produzem
irite, artrite, neurite e linfadenite (Revisto em Souza, 1997; revisto em Kamath et al.,
2014). Um estudo em 2015 avaliou as caracteristicas clinicas de 289 pacientes com
ENH, localizados no Brasil, india, Etiopia, Nepal e Filipinas. Nesse estudo foi relatado
gue 96,5% dos pacientes tém algum grau de dor e, usando a escala semi-quantitativa
Wong-Baker Pain Rating Scale, também puderam demonstrar que a dor ndo era
apenas frequente, mas também era grave em 58,5% dos pacientes. A avaliacéo
desses pacientes revelou que as dores sdo mais frequentes na pele, articulacdes,
0sso0s, dedos, musculos e nervos. Foi demonstrado que 50% da populacao do estudo
apresentava comprometimento da funcao nervosa, que foi associado com a duragao
do ENH. Esse estudo evidencia o ENH como uma intercorréncia grave, devido a sua
natureza dolorosa e alto comprometimento neuroldgico, que necessita de
intervencdes rapidas e eficazes (Walker et al., 2015).

A histopatologia das lesbes do ENH é classicamente caracterizada por um
intenso infiltrado de neutrdfilos nas camadas mais profundas da derme e tecido
subcutaneo. Eosindfilos, linfocitos e plasmocitos sdo encontrados junto com o0s
neutrofilos e alguns macréfagos espumosos contendo um elevado namero de bacilos
também podem ser observados. O edema da derme, vasculite e angiogénese também
sdo frequentemente encontrados. As células que constituem o infiltrado inflamatorio
variam a medida que a leséo evolui. Dessa forma, o nimero de linfocitos e plasmaocitos
aumenta e o numero de neutréfilos e eosindéfilos diminui (Kahawita & Lockwood et al.,
2008; 2008; revisto em Schmitz et al., 2019).
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Pacientes diagnosticados com ENH necessitam de tratamento imediato, para
prevenir as incapacidades fisicas permanentes e aliviar seu estado de dor. Na maioria
dos casos, devido ao ENH se tornar uma condi¢&o cronica, 0s pacientes necessitam
de tratamento por tempo prolongado. O principal tratamento utilizado consiste na
administracdo da talidomida, que é extremamente eficaz com remissdo dos sintomas
do ENH em poucos dias ap0s iniciado o tratamento (Costa et al., 2018). No entanto,
0S mecanismos de acdo para a eficAcia da talidomida ainda ndo sdo bem
compreendidos. Estudos abordam que o mecanismo chave para seu efeito € a
diminuic&o da citocina TNF (Revisto em Legendre et al., 2012; revisto em Kamath et
al., 2014). Um trabalho utilizando mondécitos humanos estimulados in vitro revelaram
um efeito supressor da talidomida sobre a citocina TNF induzida pelo receptor Toll-
like 4 (TLR4) para lipopolissacarideo (LPS) (Sampaio et al., 1991). Recentemente,
novos estudos identificaram o cereblon como um alvo direto da talidomida. Utilizando
embrides de peixe-zebra como modelo animal, foi possivel identificar que embrides
tratados com talidomida exibem defeitos no seu desenvolvimento. E para confirmar
gue o cereblon é realmente o alvo da talidomida, foi construido um mutante deficiente
na ligacado da talidomida ao cereblon e, ao tratar esses mutantes com talidomida nao
ocorreu defeitos no desenvolvimento do peixe-zebra, concluindo entdo que o cereblon
€ um alvo legitimo para a teratogenicidade da talidomida neste modelo (lto et al.,
2010). Além disso, a ligacdo ao cereblon tem sido destacada como alvo para as
propriedades imunossupressoras da talidomida (Revisto em Ito et al., 2016).

A talidomida é um farmaco muito conhecido por seus efeitos teratogénicos.
Devido a isso, 0 uso da talidomida é proibido para mulheres em idade fértil. Apesar da
sua eficacia, a talidomida ndo esta disponivel em muitos paises endémicos de
hanseniase ou é rigorosamente limitado devido a baixa disponibilidade, custo e
preocupacdes sobre a teratogenicidade. Portanto, para esses pacientes €
recomendado o uso de corticosterdides orais, como a prednisona. A pentoxifilina e a
clofazimina também séo utilizadas como farmacos alternativos (Kahawita & Lockwood
et al., 2008; revisto em Kamath et al., 2014; Walker et al., 2015).

Até os dias atuais é motivo de grande discussao os fatores que levam ao
desencadeamento e manutencado do processo inflamatério durante o ENH. Por muito
tempo a hipdétese mais disseminada era que o ENH é um fendmeno mediado por
complexos imunes. Varios estudos foram realizados investigando complexos-imunes
no ENH (Wemambu et al., 1969; Moran et al., 1972; Murfy et al., 1986). Wemambu e
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colaboradores (1969) demonstraram por meio da imunofluorescéncia direta a
presenca de depdsitos granulares de imunoglobulina e complemento em uma
distribuicé@o perivascular na derme em areas onde ha a presenca de um infiltrado de
neutrofilos em leses ENH, e isso néo foi visto em les6es de pacientes LL. Em alguns
casos foram encontrados nesses depositos a presenca de antigenos especificos de
M. leprae. Esses achados fornecem evidéncias de uma associacao entre o complexo
imune e o ENH, no entanto eles ndo comprovam que os complexos imunes sao o
gatilho que induz o desenvolvimento do ENH (Wemambu et al., 1969; Kahawita &
Lockwood et al., 2008).

Recentemente, um estudo identificou a diminui¢éo da proteina C1q no soro de
pacientes ENH antes do tratamento antirreacional. Em contrapartida foi identificado o
aumento da transcricdo do mRNA de C1g no sangue periférico, e também foi visto um
aumento de C1gA e C1gC em amostras de leséo cutanea de pacientes ENH. Sabe-
se que para a formacédo de complexos imunes, é necessario que a proteina C1lqg dé
inicio a via classica do sistema complemento para formacédo de complexos imunes.
Logo esses dados sugerem que Clg pode estar sendo utilizado para formacéo de
complexos imunes, por isso seus niveis sdo diminuidos na circulacao de pacientes
ENH, e sua transcricdo génica aumentada esta diretamente correlacionada com a
patologia do ENH (Negera et al., 2018).

Ja foi demonstrado que pacientes ENH e LL apresentam uma porcentagem
semelhante de anticorpos contra o M. leprae, como anti-PGL-I, anti-LAM e anti-ag85.
No entanto, ap0s o tratamento com prednisona o grupo ENH tem uma diminuicdo mais
acentuada que o controle LL tratado com a PQT. Além disso, pacientes com ENH
agudo exibem uma porcentagem maior de anti-PGL-I que pacientes com ENH crénico
(Negera et al., 2018).

As células T reguladoras sdo extremamente importantes para manter a
tolerancia do sistema imunoldgico a autoantigenos. A desregulacdo da propor¢ao de
células T reguladoras é associada a doencas autoimunes mediadas por complexos
imunes. Recentemente foi identificada uma diminuicdo de células T CD4 reguladoras
em pacientes ENH, em comparacdo com pacientes LL. J& a proporcao de células T

CDS8 foi semelhante entre os grupos. Pacientes ENH apresentam menor taxa de
células T CD4" FoxP3, comparados ao grupo controle LL. O tratamento com

prednisona leva a supressdo de células T CD4", mas n&o de células T CD8". Além

disso, o0 aumento de células T CD4 produtoras de IL-17 foi associado ao ENH. Assim,
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acredita-se que pacientes ENH possuem uma capacidade prejudicada de regular a
ativacdo excessiva do sistema imune via células T CD4", resultado dos baixos niveis
de células T reguladoras (Negera et al., 2017; Negera et al., 2017).

Varios estudos mostraram que as células B de memoria ativada aumentam em
pacientes com crises de lUpus eritematoso sistémico (LES) e artrite reumatéide. Ja foi
visto que o total de células B, células B de memoéria e células B maduras néo foi
diferente entre os grupos ENH e LL antes do tratamento. Células B virgens estdo
diminuidas em pacientes ENH, e células B de memdria ativada estdo mais elevadas
em pacientes ENH. Dessa forma, os anticorpos poderiam interagir com os antigenos
de M. leprae e, assim, formar o excesso de complexos imunes. E também as células
B ativadas podem agir como células apresentadoras de antigeno,
apresentando antigenos do M. leprae para células T. Essa resposta pode se tornar
exacerbada e causar danos nos tecidos como observamos durante o ENH (Negera et
al., 2017).

Um estudo utilizando amostras de pacientes com ENH demonstrou um
aumento nas concentracdes séricas de TNF e IL-1B e, desde entdo, essas citocinas
tém sido associados aos episédios ENH (Sarno et al., 1991). Concentracdes elevadas
de IFN-y e IL-6 foram encontrados em soro de pacientes com ENH, além do aumento
do RNA mensageiro de IFN-y e IL-6 em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e em biopsias de pele de pacientes ENH. O IFN-y parece ter papel importante
na patogénese do ENH, pois um estudo demonstrou que a injecdo intradérmica
repetida desta citocina induz o desenvolvimento do ENH (Sampaio et al., 1992;
Moraes et al., 1999; lyer et al., 2007). Por outro lado, a participacdo de IL-1p no ENH
foi confirmada em trabalho mais recente (Lee et al., 2010). Neste estudo, através de
uma analise de expressao génica por microarranjo, verificou-se que IL-1B8 e vias
ativadas por esta citocina que auxiliam na migracéo celular, como a E-selectina, estédo
positivamente reguladas na lesdo de pele ENH. Os neutréfilos sdo um marco
histolégico em lesGes ENH, e o recrutamento destas células para a lesdo envolve a
regulacdo positiva da E-selectina nas células endoteliais. Assim, IL-13 estaria
contribuindo para a expressdo aumentada de E-selectina em lesdes de ENH e
subsequente ligacdo dos neutroéfilos no endotélio.

Dados recentes do nosso grupo demonstraram que a via de imunidade inata
ativada pelo reconhecimento de DNA via receptor TLR-9 tem importante envolvimento

no processo inflamatério observado no ENH. Neste estudo foi observado o aumento
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na expressdo de TLR-9,tanto nas lesdes quanto em células mononucleares
circulantes de pacientes ENH, assim como concentragdes circulantes elevadas de
potenciais ligantes de TLR-9 (a proteina Hlp -do inglés histone-like protein- de origem
micobacteriana e complexos DNA-histona humana). Ensaios in vitro utilizando células
mononucleares de sangue periférico mostraram que esta via é majoritaria na inducao
de citocinas pré-inflamatérias durante o ENH, uma vez que o bloqueio do
reconhecimento de M. leprae via TLR-9 através de um antagonista especifico deste
receptor inibiu de forma significativa a secrecao de TNF, IL-6 e IL-1 (Dias et al., 2016).
Dando continuidade a este trabalho, nosso grupo observou que os neutréfilos de
pacientes ENH apresentam taxas aumentadas de NETose, indicando que as
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs, Neutrophil Extracellular Traps)
liberadas por este processo representam uma fonte importante dos niveis circulantes
elevados de DNA enddgeno detectados nesses pacientes. Em conjunto, estes
resultados indicam que a ativacdo de TLR-9 durante o ENH € uma via de imunidade
inata importante na geracdo de citocinas pro-inflamatdrias, contribuindo para a
inflamacédo sistémica observada durante este episodio reacional (Silva et al., 2019).
Uma importante consequéncia da ativacdo de TLR-9 € a producédo de IFN-I pelas
células dendriticas plasmocitoides (pDCs), principais produtoras destas citocinas no
organismo. Na ultima década, inumeras evidéncias vém demonstrando o
envolvimento de IFN-I na patogénese de doencas autoimunes inflamatérias cronicas
com intercorréncias de episédios agudos como o lupus eritematoso sistémico (LES)
(Barrat & Su, 2019). A hanseniase, especialmente o ENH, compartinha semelhancas
com o LES e doencas reumaticas, ocorrendo com alguma frequéncia confundimento
no diagndstico entre estas patologias na clinica médica (Horta-Baas et al., 2015).
Assim, pelo exposto acima, levantamos a hipétese de que o IFN-I possa igualmente

ter um papel importante na patogénese do ENH.
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1.3 Interferon do tipo |

Os interferons foram descobertos em 1957 por Isaacs e Lindenmann. Essas
citocinas foram identificadas inicialmente como moléculas solUveis produzidas em
resposta a infeccao pelo virus Influenza A, e ficaram conhecidas como um fator de
interferéncia para o processo de replicagéo viral. Essas citocinas sao sintetizadas por
mamiferos, aves, répteis e peixes. Os IFNs foram as primeiras citocinas descobertas,
fornecendo material para diversos estudos sobre funcéo, via de sinalizagéo, evolucao
e estrutura de outras citocinas (Isaacs e Lindenmann, 1957; revisto em Bandurska et
al., 2014).

De acordo com propriedades fisico-quimicas, as semelhangas estruturais e
atividades biologicas, os IFNs sdo divididos em trés familias distintas (Tabela 1). A
familia do IFN do tipo | € uma familia de citocinas de multiplos genes que codificam
13 subtipos IFN-a em seres humanos, um unico IFN- e alguns genes unicos mal
definidos (IFN-w, K, €, T, T, 8, v). A familia de IFN de tipo Il consiste em um produto de
um unico gene, IFN-y (Bonjardim et al., 2009) e, a familia do IFN do tipo Il
compreende IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3, (também conhecidos como IL-29, IL-28A e IL-
28B, respectivamente) e o IFN-A4 (Revisto em Pestka et al., 2004). Os trés tipos de
inferferon atuam através de receptores especificos. Dos outros IFNs distinguem-se
principalmente pelo tipo de receptor estimulado e por propriedades fisico-quimicas
Unicas, como a capacidade de manter a estabilidade da estrutura a 65° C e um pH de
2. Os membros da familia do IFN do tipo | podem ser sintetizados em resposta a

infeccBes por virus, bactérias e parasitas (revisto em Bandurska et al., 2014).
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Tabela 1: Principais caracteristicas dos IFNs.

Interferon tipo

Tipos

IFN-a
IFN-B
IFN-w, K, €, T, T, 6, v

IFN-y

IFN-A1, IFN-A2, IFN-
A3 e IFN-A4

Localizagdao no

Cromossomo 9,

Cromossomo 12

Cromossomo 19

parasitas.

mitdgenos.

cromossomo regido 2, banda 1.

Receptor IFNAR1 e IFNAR2 IFNGR1 e IFNGR2 IFN-AR1 e IL-10R2

Ocorréncia A maioria dos | Mamiferos, alguns Humanos e outros
vertebrados peixes, anfibios e mamiferos.
(mamiferos, algumas | aves.
aves e peixes).

Fator indutor Virus, bactérias e Antigenos e Virus.

Fonte: Adaptado de Bandurska et al., 2014.
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1.3.1 Via de sinaliza¢&o do IFN do tipo |

As citocinas da familia do IFN do tipo | podem ser produzidas por quase todas
as células do corpo, com um destaque especial para as pDCs, que apresentam uma
capacidade extraordinaria de produzir estas citocinas (revisto em Barrat & Su, 2019).
Apébs estimulacao viral, microbiana ou por indutores quimicos, ocorre a estimulacao
de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs). Estes receptores estédo
localizados na superficie celular, no citosol ou nos compartimentos endossémicos.
Inicialmente, o virus da Influenza A foi identificado como indutor da producéo do IFN,
mas a sintese do IFN pode ocorrer pelo reconhecimento de qualquer virus com
genoma constituido de &cido ribonucléico (RNA) ou de acido desoxirribonucléico
(DNA), acidos nucléicos microbianos, lipidios, lipopolissacarideos, proteinas e
protozoarios. Dessa maneira, os PRRs reconhecem e desencadeiam a inducédo de
IFNs. Dentre os PRRs, 0s principais sao os receptores do tipo toll (TLRs) (Revisto em
Borden et al., 2007; revisto em McNab et al., 2015) (Figura 6). No caso das pDCs, os
receptores de reconhecimento de acidos nucleicos TLR7/TLR9 tém papel
preponderante na ativacdo e producao de IFN-I por essas células (revisto por Kim et
al., 2015; Barrat et al., 2019)
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Lipopeptideos bacterianos, | )
Proteinas com ancora GPI  Acido lipotecoico LPS Flagelina

TLRI TLR2 TLR4 TLRS

» (Virus) ’
~ dsRNA CpG DNA

(Virus) (Bacteriano
ou viral)

Endossomo

/ Nacleo \%

Figura 6: Receptores Toll-like (TLRs) e seus ligantes. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 estédo
localizados na superficie celular. Seus dominios extracelulares ligam-se a produtos microbianos
especificos que atuam como ligantes e os dominios intracelulares sinalizam através de proteinas de
sinalizacdo citoplasmaticas especificas. Varios outros TLRs, como TLR3, TLR7/8 e TLR9, reconhecem
acidos nucléicos especificos que sdo frequentemente produzidos por virus. Eles estédo ligados na
membrana endossomal com os dominios de ligagdo dentro do Ilimen e os dominios de sinalizagdo no
citoplasma. Eles também reconhecem RNA de fita dupla (ds), RNA de fita simples (ss) ou sequéncias
de CpG contendo dsDNA. GPlI, glicosilfosfatidilinisotol; LPS, lipopolissacarideo. (Adaptado de Borden
et al., 2007).

O IFN do tipo | se ligam e sinalizam através de um receptor transmembranar
heterodimérico composto das subunidades IFNAR1 e IFNAR2 (Figura 7). Aligacdo no
seu receptor IFNAR ativa a proteina tirosina quinase Janus quinase 1 (JAK1) e a
tirosina quinase 2 (TYK2) que esta associada ao receptor. Na via de sinalizacao
mediada por IFN-a/B, apdés a ativacdo dos receptores, as JAKs sofrem auto-
fosforilacdo e trans-fosforilacdo para aumentar sua atividade, e depois fosforilam os
IFNARSs, e finalmente, os STATs (STAT1 e STAT2) que estdo presentes no citosol,
levando a dimerizagdo, translocacdo nuclear e ligacdo destas moléculas ao fator

regulador do IFN (IRF9) para formar o complexo de genes estimulados por IFN (ISG)
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fator 3 (ISGF3). Esse complexo entdo se liga a elementos de resposta estimulados
por IFN em promotores de ISGs, levando a ativagdo da transcricdo de ISGs. Desta
forma, IFN-a/ induz a expressao de ISGs (Revisto em Pestka et al. 2004, revisto em
Borden et al., 2007; revisto em Bandurska et al., 2014).

Os ISGs sao um grupo diverso de mais de 300 genes, sendo estes 0s
mediadores dos efeitos antivirais e outras atividades biolégicas. Os estudos dos
mecanismos de acdo dos ISGs resultaram em descobertas fundamentais referentes
ao controle da traducéo, regulacdo da estabilidade e edicdo do RNA e transporte
proteico. Dentre uma grande variedade de ISGs, a funcdo da maioria ainda ndo é bem
estabelecida, necessitando de mais estudos que tenham como foco identificar o papel
de cada ISG na resposta imune (Revisto em Borden et al., 2007; revisto em Bandurska
et al., 2014).

Alguns ISGs apresentam suas funcdes bem caracterizadas, principalmente
aqueles que possuem atividade antiviral. O gene oligoadenilato sintetase (OAS) ativa
a ribonuclease L (RNASEL), que cliva regides de cadeia simples de RNA, inibindo a
replicacdo de diversos virus. Além disso, a degradacdo do mRNA e rRNA pelo
RNASEL danifica 0 mecanismo da célula hospedeira que € necessario para a
replicacéo viral e pode resultar em apoptose, contribuindo para as ac¢des antivirais e
antitumorais desse gene. A proteina quinase R (PKR ou EIF2AK2) medeia o controle
da traducao pela fosforilagdo do fator de iniciagcdo da sintese de proteinas elF2a.
Esses eventos levam a uma inibicdo completa da sintese de proteinas que bloqueia a
replicacdo viral e amplifica a resposta celular induzida pelo virus. O gene de
resisténcia ao ortomixovirus (MX1) atua interferindo com o trafego intracelular e a
atividade das polimerases virais, inibindo assim a replicacdo de muitos virus de RNA
Outro gene importante é o IFIT-1, o primeiro gene identificado da familia de genes
IFIT. O IFIT-1 € uma proteina citoplasmatica que nao possui funcdo enzimatica.
Diversos trabalhos demonstram como o IFIT-1 pode estar contribuindo para o controle
viral. J& foi demonstrado que o IFIT-1 é capaz de inibir a replicacdo do papiloma virus
humano (HPV) através do sequestro da helicase 1 (E1). Além disso, quando o IFIT-1
€ expresso no meio exdgeno, ele pode inibir em 40% a traducéo celular global em
células HT1080, e dessa forma pode retardar a replicacdo do virus (Revisto em

Borden et al., 2007; revisto em Fensterl et al., 2015).
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Tipo I IFN-0s (13 Tipos)
B/o/x/e/d/t
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IFNAR2 ..

Figura 7. Representacdo esquematica da via de sinalizacdo dos IFNs-I e inducédo de ISGs. As
citocinas do grupo do IFN do tipo | ligam-se ao receptor de IFN do tipo | (IFNAR) que contém duas
subunidades IFNARL1 e IFNAR2. Apés a ligacdo ao receptor, ocorre a associacado entre 0s receptores
e proteinas quinases JAK1 e TYK2, que uma vez ativadas fosforilam STAT1 e STAT2 formando um
heterodimero que se associa com o fator IRF9 formando o complexo ISGF3 que se transloca para o

nucleo e induz a transcricdo de ISGs (Adaptado de Borden et al., 2007).

Os ISGs séao diversos e, dentre essa variedade de ISGs, alguns sao induzidos
pelo IFN-a, outros pelo IFN-B ou até mesmo pelos IFN-a/f em conjunto. A
identificacdo da especificidade de inducéo de ISGs é muito importante para possiveis
estudos terapéuticos e intervencbes médicas. Um trabalho com intuito de identificar
gue genes sao induzidos por IFN-a/p esclareceu muitas duvidas sobre esse assunto.
Utilizando células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos sadios,
0s autores trataram essas células com IFN-a2b, IFN-B por 24 horas e realizam um
microarranjo para analisar o perfil de expressdo génica dessas células apos o
estimulo. Através da analise dos dados desse artigo, conseguiu-se identificar os genes
estimulados especificamente por IFN-a e IFN-B, assim como aqueles estimulados por
ambos (Walddell et al., 2010) (Figura 9).
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Genes positivamente regulados por IFN-a e/ou IFN-B Genes negativamente regulados por IFN-a e/ou IFN-B

IFN-at IFN-B | [IFN-a IFN-B

Figura 8: Diagrama de Venn apresentando a quantidade de genes regulados positivamente e
negativamente por IFN-a e IFN-B. (Walddell et al., 2010).

1.3.2 Papel do IFN do tipo | em diferentes contextos patologicos

O IFN do tipo | tém grande capacidade de restringir a replicacao viral. Diversos
estudos vém demostrando ao longo do tempo o potencial do IFN-I no controle viral.
Em 2014, um estudo utilizando macacos rhesus infectados pelo virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) demonstrou que o bloqueio da sinalizacdo do receptor
IFNAR leva a diminuicdo da expressao de genes antivirais, 0 aumento do tamanho do
reservatorio do SIV e acelera a deplecéo de células T CD4", com progressio para
AIDS. Por outro lado, a administracdo de IFN-a2a recombinante aumentou
inicialmente a expresséo de genes antivirais e impediu a infeccao sistémica nesses
animais. No entanto, sem interromper o tratamento com IFN-a2a, os animais
tornaram-se dessensibilizados para IFN-a/B, fazendo com que a expressao de genes
antivirais diminuisse. Dessa forma, ocorreu o aumento do tamanho do reservatorio
SIV e perda acelerada de células T CD4". Este estudo indica que o momento das
respostas induzidas por IFN-I na infec¢cdo aguda por SIV afeta de forma marcante o
curso geral da doenca (Sandler et al., 2014). Outro estudo bem interessante, utilizou
um modelo com camundongos humanizados infectados por HIV. Nesse trabalho eles
demonstraram que o bloqueio in vivo da sinalizacdo de IFN-I, usando um bloqueador
do receptor IFNAR2, durante a infeccdo cronica pelo HIV, leva a reducdo da
expressdo de ISGs. Além disso, leva a diminui¢do da ativagdo imune induzida pelo
HIV, diminuicdo da expresséo de marcadores de exaustdo de células T (PD-1, TIM-3

e CD38), restauracdo da fungcdo das células T CD8 especificas para o HIV e
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diminuic&o da replicacao viral. Esses trabalhos destacam os papéis complexos que o
IFN-1 pode desempenhar durante as respostas antivirais (Zhen et al., 2017).

Quando se trata de infec¢gbes bacterianas, pouco se sabe sobre 0 mecanismo
de acédo do IFN-I, que pode levar a efeitos benéficos ou maléficos para o hospedeiro.
A infecg&o por Legionella pneumophila, uma bactéria intracelular, induz a expresséo
de IFN-B em células epiteliais pulmonares humanas. E, ensaios de multiplicacédo
bacteriana, demonstraram que o IFN-B é essencial para o controle da replicacéo
intracelular de L. pneumophila (Opitz et al., 2006). Outro trabalho, utilizando um
modelo de camundongos deficientes para o receptor IFNAR, demonstrou que a
auséncia de sinalizacdo para o IFN-I leva a maior sobrevivéncia dos animais e 0s
animais controles que possuem a sinalizagéo totalmente ativa, ndo sobrevivem a
infeccdo por Listeria monocytogenes. Além disso, ao tratar esses animais com um
potente indutor da producédo do IFN-I, o agonista de TLR-3, poli I:.C, e infecta-los com
L. monocytogenes, esses camundongos ndo conseguem sobreviver a infeccao. Esses
dados indicam que a ativacao de IFN-I favorece a infecgéao, sendo prejudicial para o
hospedeiro (O’'Connell et al., 2004).

Diversos estudos tém demonstrado uma reducéo da carga bacteriana e ou um
aumento na sobrevivéncia do hospedeiro na auséncia de sinalizacdo mediada por
IFN-1 durante a infeccdo com M. tuberculosis. Estudos de infeccdo com diferentes
cepas de M. tuberculosis demonstraram uma correlacao entre niveis aumentados de
IFN-1 e o aumento da viruléncia. O tratamento intranasal com IFN-I nos pulmdes
durante a infeccao também foi prejudicial para o hospedeiro, resultando em aumento
da carga bacilar e menor sobrevida (Manca et al., 2001; Manca et al., 2005). Além
disso, em um estudo utilizando uma coorte de pacientes do Reino Unido e outra da
Africa do Sul, foi observada a importancia do IFN-I como um fator potencialmente
prejudicial durante a tuberculose (Berry et al., 2010). Os pacientes com tuberculose
ativa apresentavam um acentuado perfil transcricional no sangue total induzido por
IFN-a/B, que se correlacionava com a gravidade da doenca radiografica e diminuia
com o tratamento bem-sucedido. Esses dados apontam para um papel prejudicial do
IFN-1 durante a tuberculose (Berry et al., 2010).

O estudo de respostas de IFN tipo | e Il revelou uma correlacéo inversa na
expressdo génica em lesdo de pele de pacientes com diferentes formas clinicas da
hanseniase. Pacientes paucibacilares expressam IFN-y e seus genes

antimicrobianos, impedindo a disseminagédo do M. leprae. Por outro lado, o IFN-B e
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seus ISGs, incluindo a IL-10, tem sua inducdo aumentada em pacientes
multibacilares. O mesmo estudo mostrou que IFN- e IL-10 inibem a via de producéo
de peptideos anti-microbianos mediada por vitamina D e induzida por IFN-y, indicando
gue estes mediadores podem favorecer o crescimento e a disseminagao do bacilo nos
pacientes multibacilares (Teles et al., 2013). Recentemente, um estudo identificou o
gene OASL, que é induzido por IFN-I, sendo regulado positivamente tanto em células
humanas de Schwann quanto em macréfagos THP-1 apoés infecgéo in vitro por M.
leprae. Posterior a isso, eles foram avaliar o papel do gene OASL durante a infeccao
pelo M. leprae. Para isso, eles utilizaram macréfagos THP1 Knock Down para o gene
OASL e identificaram que o silenciamento do OASL levou a diminui¢cdo da viabilidade
intracelular do M. leprae. Esses dados sugerem um papel importante do IFN-I em
favorecer a sobrevivéncia do patogeno (Toledo-Pinto et al., 2016).

Os IFNs tipo I, principalmente o IFN-a, desempenham um papel critico na
patogénese de doencas inflamatorias crénicas que sdo interrompidas por episodios
inflamatorios agudos, como o lapus eritematoso sistémico (LES). Diversos trabalhos
demonstram um aumento da assinatura de IFN-a no sangue e na pele, que esta
diretamente associado com o aumento dos niveis detectaveis de auto-anticorpos e a
atividade de doenca. As pDCs sao consideradas as maiores produtoras de IFN-I
através da ativacdo de TLR-7 e 9 no lapus. Ja foi demonstrado que pacientes com
[Gpus tratados com altas doses de corticosteroide apresentam um numero
decrescente de pDC circulante acompanhado por rapida diminuicdo da assinatura de
IFN-1 (Bennett et al., 2003; revisto em Guidducci et al., 2008; Wahadat et al., 2014).
Um estudo utilizando um escore de IFN-I foi recentemente realizado para tentar prever
o desenvolvimento de lipus em individuos em risco. Foi comprovado que a atividade
do IFN-I esta fortemente associada a progressédo da doenca independente do estado
clinico inicial (Yosof et al., 2018).

Uma série de estudos vém demonstrando o papel patogénico do IFN-a no LES,
gue acreditamos que possa ser aplicado ao eritema nodoso hanseniano. Um resumo
dos efeitos do IFN-a que levam a uma desregulacdo da resposta imune inata e
adquirida e amplificacdo da inflamacéo esta representado na Figura 10. A NETose é
sabidamente estimulada por IFN-a, que por sua vez promove a sobrevivéncia,
ativacdo e diferenciacdo de células B autorreativas em plasmocitos produtores de
autoanticorpos. Estes anticorpos formam imunocomplexos com o DNA e proteinas

das NETs, que por sua vez ativam a pDC a produzir mais IFN-a. Através de um

25



feedback positivo, o IFN-a ativa os neutrofilos a responder aos complexos imunes,
sofrendo NETose e liberando mais auto-antigenos que a célula dendritica pode
absorver e processar. O IFN-a também estimula e mantém a diferenciacdo de
mondocitos do sangue em células apresentadoras de antigeno totalmente ativadas e
capazes de apresentar auto-antigenos a células T autorreativas que escaparam da
tolerancia central. Dessa forma ocorre uma retro-alimentagdo e consequente
amplificacdo do processo inflamatorio (Revisto em Guiducci et al., 2008; Kim et al.,
2015; Barrat & Su, 2019).

Baseado nos dados mencionados, nossa hip6tese € que ligantes de TLR-9
endogenos e de origem micobacteriana ativem a producao de IFN-I durante o ENH
provocando uma ativacdo e desregulacdo da resposta imune inata e adquirida

desencadeando a sindrome inflamatoria observada nestes episédios reacionais.
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Figura 9: Hipdtese do papel do IFN-a na patogénese do ltipus eritematoso sistémico. Complexos
imunes contendo DNA/RNA podem ativar células dendriticas plasmocitdides (pDC) e induzir a sintese
de IFN-a, que pode aumentar a produgéo de auto-anticorpos por células B especificas para DNA de
cadeia dupla (dsDNA), estimulando a diferenciacdo de células B naive em plasmdcitos. O IFN-a
estimula a diferenciacdo de mondcitos sanguineos em células apresentadoras de antigeno capazes de
apresentar auto-antigenos a células T CD8 e CD4 auto-reativas. Além disso, o IFN-a leva a ativagao

de neutrdfilos que podem responder ao complexo imune. A morte de neutrdfilos pode constituir uma
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fonte adicional de auto-antigenos que o cDC pode captar e processar. (Adaptado de Guiducci et al.,
2008; Barrat and Su, 2019).

1.4Justificativa

O eritema nodoso hanseniano (ENH) é uma complicacdo imunoldgica grave das
formas LL e BL da hanseniase e é considerado uma das principais causas de leséo
nos nervos periféricos e das incapacidades fisicas que podem ocorrer nos individuos
portadores desta doenca. A maioria dos pacientes pode ser acometido por multiplos
episodios e, o farmaco de escolha para o seu tratamento € a talidomida, que tem uso
restrito devido aos seus efeitos teratogénicos. Dessa forma, a identificacdo de
biomarcadores que possibilitem um diagndstico precoce dessas reagdes, assim como
um tratamento alternativo a talidomida, s&o extremamente necessarios para minimizar
a ocorréncia e consequéncias desses episodios.

Para tal, é imprescindivel um melhor entendimento da patogénese do ENH,
identificando tanto os mecanismos que disparam o episédio reacional assim como 0s
gue amplificam e promovem a manutencdo do precesso inflamatério. O ENH é um
fendmeno inflamatorio complexo, onde tanto vias da imunidade inata como adquirida
se encontram desreguladas e ativadas. Recentemente nosso grupo observou que o
reconhecimento de DNA pelo receptor TLR9 constitui uma via inflamatoria inata
importante durante o ENH (Dias et al., 2016; Silva et al., 2019). Por outro lado, sabe-
se da literatura que a ativacdo da via de TLR-9 pode ter como consequéncia
importante a producdo de IFN-I, uma familia de citocinas com papel critico na
patogénese de diversas doencas autoimunes cronicas inflamatérias, como o LES
(Guiducci et al., 2008; Kim et al., 2015; Barrat and Su, 2019).

Dessa forma, o presente estudo buscou um melhor entendimento sobre o papel
do IFN-I no ENH, contribuindo para uma melhor compreensdo da sua
imunopatogénese, podendo colaborar com a busca por novos alvos terapéuticos e

biomarcadores.
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2. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o envolvimento de IFN-I na patogénese do ENH.

1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar genes de assinatura de IFN-I1 em células de lesdes de pele e sangue de
pacientes hansénicos multibacilares com e sem ENH.

e Analisar a presenca de IFN-a em células de lesdes de pele de pacientes
hansénicos multibacilares com e sem ENH.

e Investigar se o tratamento com talidomida em pacientes ENH modula os niveis
de IFN-1 e a expressao genes de assinatura associados sistemicamente e
células nas lesdes de pele.

e Quantificar IFN-1 em soro de pacientes multibacilares com e sem ENH.

e Analisar o efeito de IFN-a no processo de NETose em neutroéfilos estimulados
ou ndo com sonicado de M. leprae.

e Quantificar a secrecao de IFN-I por células mononucleares do sangue periférico
de pacientes hansénicos multibacilares sem e com ENH (antes e apos

tratamento com talidomida) estimulados ou ndo com ligante de TLR-9.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Populagéo de estudo

A populacao de estudo consistiu de controles sadios de voluntarios endémicos
do laboratorio e de pacientes com hanseniase atendidos ho Ambulatério Souza Araujo
(ASA), (conforme a tabela 2), unidade de referéncia para diagnostico e tratamento de
hanseniase do Ministério da Saude (Laboratério de Hanseniase, IOC/Fiocruz). Cada
paciente foi avaliado clinicamente durante todo o tratamento e analises detalhadas de
exames médicos e dermatolégicos foram realizados rotineiramente. Os pacientes
foram categorizados de acordo com a escala de classificacdo de Ridley e Jopling e
receberam a poliquimioterapia conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de
Saude. Foram selecionados para este estudo: 1) Pacientes com hanseniase
lepromatosa (LL) ou Borderline lepromatosa (BL) sem sinais de reacdo no diagnostico
de hanseniase antes da PQT (grupo LL/BL); 2) Pacientes recém-diagnosticados com
ENH antes do tratamento com talidomida (ENH DO0); e 3) Pacientes ENH apos 7 dias
do inicio do tratamento com talidomida (ENH D7). As amostras biolégicas (sangue e
pele) foram coletadas por profissionais capacitados no ASA e transportadas ao
laboratério em caixa isotérmica. Os dados demograficos e clinicos dos voluntarios que

participaram deste estudo estdo resumidos na Tabela 2.
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Grupo Amostra Ensaio Individuos Sexo Idade Idade ILB
(Fem-Mas) (Média) (Min-max) (Média)
Sadios Sobrenadante Dosagem de 6 4-2 33 27-35 N. A.
(n6) de neutréfilos DNA/NETSs
LL/BL Pele RT-q PCR 14 0-14 44 19-70 5.2
(n 45)
Western blot 9 1-8 44 21-70 5.6
Imunofluorescéncia | 3 0-3 40 21-70 5.85
Sangue total RT-q PCR 12 2-10 54 22-83 3.9
Sobrenadante Dosagem de IFN-I 3 0-3 56 47-62
de PBMC
Soro Dosagem de IFN-I 13 3-10 51 31-68 34
ENH DO Pele RT-q PCR 19 2-17 44 21-70 3.3
(n 36)
Western blot 6 1-5 37 21-70 4
Imunofluorescéncia | 3 0-3 39 34-43 4.4
Sangue total RT-q PCR 13 1-11 46 22-76 3.8
Sobrenadante Dosagem de IFN-I 2 1-1 34 23-46
de PBMC
Soro Dosagem de IFN-I 13 5-7 53 29-76 5
ENH D7 Pele RT-q PCR 11 1-10 36 21-68 2.8
(n21)
Western blot 3 0-3 30 21-48 3.65
Imunofluorescéncia | 3 1-2 41 34-50 4.3
Sangue total RT-q PCR 9 0-9 32 22-52 35
Soro Dosagem de IFN-I 13 49 42 18-70 3.85

Tabela 2: Dados demograficos e clinicos dos pacientes e doadores sadios incluidos no estudo.
BL, forma borderline-lepromatosa; LL, forma polar lepromatosa; ENH DO, eritema nodoso hanseniano
no diagnéstico; ENH D7, eritema nodoso hanseniano 7 dias apds o inicio do tratamento com talidomida;

ILB, indice logaritmico da bidpsia. N. A.= ndo se aplica.

3.2- Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEP IOC/FIOCRUZ) (CAAE 56113716.5.0000.5248). O termo de consentimento foi
assinado por todos 0s pacientes ou seus responsaveis e controles sadios antes da

coleta da amostra.
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3.3- Extrac&o de RNA total

As amostras de lesfes cutaneas biopsiadas foram processadas utilizando 2 mL
de reagente TRIzol® (Life technologies, USA), com o auxilio de um homogeneizador
de tecidos (POLYTRON® PT-3100D - Kinematica AG). Em seguida, as amostras em
TRIzol® foram transferidas para microtubos e o RNA extraido segundo as instru¢des
do fabricante. Para isso, adicionou-se 200 pL de cloroférmio (Merck, Alemanha) em
cadatubo de 1,5 mL, livre de DNAse/RNAse, para cada 1 mL de TRIzol® e os mesmos
foram homogeneizados por inversédo até se obter um aspecto leitoso. Posteriormente,
os tubos foram centrifugados a 12000 xg por 15 min a 4° C. A fase aquosa contendo
o RNA foi recolhida e a fase organica estocada para posterior extracao de proteinas.
A fase aquosa foram adicionados 500 pL de isopropanol (SigmaAldrich, USA), os
mesmos foram misturados por inversao e incubados a -70° C por no minimo 30
minutos para precipitacdo do RNA. Apds o periodo de incubacgéo, os tubos foram
mantidos por 10 minutos em temperatura ambiente, e foi adicionado 1 pL de
GlycoBlue (Ambion) para marcacao do sedimento e entdo centrifugados a 12000 xg
por 20 min a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado
lavado com 1 mL de etanol 75% através de centrifugacéo a 7500 xg por 5 min a 4°C.
Em seguida, os sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos a temperatura
ambiente por cerca de 30 min e, posteriormente, ressuspensos em 10 yuL de agua
destilada ultrapura, livre de DNAse/RNAse (Life Technologies, USA) que foram
estocadas a -70°C para analises posteriores.

Para extracdo do RNA proveniente do sangue total estocado em tubos
Paxgenes (BD Biosciences) a -70°C por periodo inferior a seis meses procedeu-se
com descongelamento dos tubos durante 2 horas, seguido pela centrifugacdo dos
tubos a 3000 xg por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foi
adicionado 5 mL de agua deionizada livre de RNAase e foi realizado a
homogeneiza¢édo em vortex por 1 minuto. Em seguida o pellet foi ressuspenso em 350
puL de tampéo BR1, homogeneizado em vortex e a amostra foi transferida para tubos
poliuretano (Eppendorf, EUA) com 300 pL de tampdo BR2 e 40 uL de proteinase K.
As amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas por 10 minutos a 55°C
em banho seco. Em seguida, as amostras foram colocadas por 10 minutos na
velocidade maxima na microcentrifuga. O sobrenadante foi transferido para outro tubo

de poliuretano e foi adicionado 350 pL de etanol 100%. O lisado foi transferido para a
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coluna inserida no tubo coletor e levado a centrifugagéo por 8000 xg por 60 segundos
em microcentrifuga. Em outro tubo, a 22 coluna foi inserida e o lisado foi ajustado para
750 pL. Apés nova etapa de centrifugacéo a 1800 xg por 30 segundos, foi adicionado
ao sedimento 350 pL do tampéao de dissociagéo e nova centrifugacao foi feita a 8000
xg por 60 segundos. O tampéao de DNAase MIX, foi feito imediatamente antes do uso
com 70 pL de tampéao de rDNAse e 10 pL de rDNAse, ambos homogeneizados com
pipeta de forma suave. O MIX (80 pL) foi colocado em uma membrana, sendo esta
incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 200
pL de tampé&o de inativacédo de rDNAse e nova etapa de centrifugacéo foi realizada a
8000 xg por 30 segundos. Esta operacao foi repetida 3 vezes. A partir de entédo, a
membrana seca foi transferida para um tubo e 1,5 mL livre de nucleases. O RNA foi
eluido com 80 pL de agua deionizada livre de RNAse e o tubo coletor foi centrifugado
a 8000 xg por 60 segundos.

3.4- Quantificacéo e analise da integridade do RNA

Posteriormente, a concentracdo e a qualidade do RNA foram medidas através
do espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo scientific, USA). Apenas amostras de
alta qualidade (razbes 260/280 de 1,9 a 2,1) foram usadas para a analise. A
integridade das amostras de RNA foi determinada por eletroforese em gel de agarose
(Life technologies, USA) 1,2 % em tampdo MOPS 1 X (Sigma-Aldrich, USA).
Inicialmente foram adicionadas 200 ng da amostra de RNA, 7 pL de tamp&o de corrida
e 1 uL de SYBR® Green I1 100 X (Life technologies, USA) e depois as amostras foram
aplicadas no gel. A corrida de eletroforese foi realizada em corrente elétrica de 100 V
por 50 minutos. ApOs esse periodo, o gel foi analisado por sistema de
fotodocumentacao (L-Pix touch, Loccus biotecnologia, SP). O RNA foi considerado
integro quando observados os RNAs das subunidades ribossomais esperados (28S e

18S) e auséncia de rastros de RNA no gel.

32



3.5- Tratamento com DNase e Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir de 1ug de RNA total adicionado a reagéo de sintese
de cDNA, com o uso do kit SuperScript [lI® First-Strand Synthesis SuperMix para RT-
PCR em tempo real (Life Technologies, USA). Seguindo o protocolo do fabricante, 1ug
de RNA acrescido de 1 pL de Oligo(dT)20 (50 uM), 1 uL de Anneling Buffer e H.O em
guantidade suficiente para completar 8 pL de volume final, foram incubados a 65° C
por 5 minutos. Apds o periodo de incubacao, as amostras foram mantidas em gelo,
por pelo menos 1 minuto.

Em um segundo momento, foram adicionados 10 pL de 2 X First-Strand
Reaction Mix e 2 pL de SuperScript® [II/RNaseOUT™ Enzyme. Essa mistura foi
incubada a 50° C por 50 minutos para transcricao, seguida de incubacdo a 85° C por
5 minutos parainativacao da enzima. Apos o periodo de incubacéo, as amostras foram
mantidas em gelo, por pelo menos 1 minuto e posteriormente armazenadas a -20° C

até posterior uso.

3.6- RT-gPCR em tempo real para analise da expressao génica

As reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR quantitativo - qPCR)
foram realizadas utilizando-se o sistema SYBR Green | (Applied Biosystems), com o0s
pares de iniciadores especificos para as sequéncias codificantes dos genes EIF2AK2,
MX1, IFIT1 e RPL13 humanos. De acordo com as recomendacdes do fabricante, foi
realizada uma reacao de 10 pL, onde foram adicionados 1 pL de cDNA, 0,2 uL de
cada oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix 1X. As reacdes foram
incubadas no sistema de qPCR ViiA-7® (Applied Biosystems). Condi¢des da reacao:
95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Em cada amostra foi amplificado o cDNA dos genes de interesse (EIF2AK2,
MX1, IFIT1) e o gene constitutivo utilizado como normalizador (RPL13). A analise da

expressao génica foi realizada utilizando-se o método delta-delta Ct (AACT).
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3.7- Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada a partir de fragmentos de bidpsias de lesédo
de pele de pacientes LL e ENH estocadas em nitrogénio liquido. Para realizar a
marcacao, secdes do tecido congelado foram obtidas apds corte em criostato, seguida
de fixacdo em acetona e incubac¢ao com soro de cabra normal a 10%. As sec¢des foram
incubadas overnight com anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-IFN-q,
clone-MMHA-2 (pbl assay Science) (1: 100), seguida de incubagc&o com o anticorpo
secundario anti-camundongo de cabra conjugado com fluorocromo alexa fluor 594
(Invitrogen) (1: 500). Os nucleos foram evidenciados através de coloracdo com DAPI.
As laminas foram montadas com Antifade (Invitrogen) e analisadas em microscopio
AxiObserver Z1 Colibri (Zeiss). As imagens foram processadas pelo software

AxioVision (Zeiss) e adquiridas no mesmo tempo de exposicao.

3.8- Extracéao e quantificacdo de proteinas de bidpsias de pele

As lesdes de pele obtidas de biopsia foram processadas para extracdo de
proteinas de acordo com o protocolo de extracdo de proteinas pelo método do
TRIzol®. Foi adicionado o reagente Trizol as bidpsias e a fase de fenol-etanol
resultante apos a extracdo de RNA e DNA foi dialisada contra 0,1% de dodecil sulfato
de sédio (SDS) a 4°C por 22 horas, com trés trocas de solucédo, uma a 16 horas, a
segunda a 20 horas, permanecendo mais 2 horas sob agitacdo. As amostras foram
entdo centrifugadas a 6.000 xg por 10 minutos a 4°C e, em seguida, o pellet foi
ressuspenso e homogeneizado em 20 L de solugéo de Tris - HCI 1M, uréia 8 M, pH
8, até sua dissolucédo completa.

Em seguida, a quantidade de proteina nas amostras foi dosada pelo método
de Bradford, utilizando o reagente Pierce Comassie (Thermo Fisher Scientific),

segundo instrucdes do fabricante.
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3.9- Western Blotting

O volume equivalente a 20 ug de proteina de cada amostra foi reservado em
um novo tubo e a ele foi adicionado tampéao de amostra 4x (Tris-HCI pH 6,8 240 mM,
glicerol 40%, B- mercaptoetanol 5%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,08%) em volume
suficiente para ficar com a concentragéo final de 1x. As amostras foram entéo fervidas
por 5 minutos e aplicadas em um gel de poliacrilamida 12%. Aplicou-se também o
padréo de peso molecular pré corado PageRuler (Thermo Fisher Scientific). A corrida
eletroforética foi realizada em equipamento MiniProtean (BIO-RAD) utilizando o
tampéao de corrida composto por Tris-base 25mM, glicina 192 mM e 0,1% de SDS e a
voltagem foi fixada em 100 V por 1 hora e 30 minutos. Ao término da corrida, foi
realizada a transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose (G.E.
Healthcare LifeSciences) em tampao composto por Tris-base 25mM, glicina 192 mM
e 20% de etanol a 100 V por 1 hora. Ao final da transferéncia, a membrana foi corada
com Amido Black para visualizacéo das proteinas e eficiéncia da transferéncia, para
dar entdo prosseguimento ao western blotting.

A membrana foi bloqueada por 2 horas em em TBS-T (Tris buffered saline-
tween, composto por Tris-HCI 20mM pH 8,0; NaCl 150 uM e 0,1 % Tween 20)
contendo 5% de BSA (albumina do soro bovino). A membrana foi incubada overnight
com um anticorpo policlonal de coelho anti-MX1 (proteintech®), em uma diluicdo de
1:1000 (preparado em TBS-T contendo 1% de BSA). Passada a incubacdo, a
membrana foi lavada com TBS-T durante 10 minutos em agitacdo moderada,
repetindo o processo mais 2 vezes, trocando a solucéo. Apds essa etapa, a membrana
foi incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a enzima
peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:5.000 por 1 hora. Ao
término da incubacédo, foram realizadas mais 3 lavagens, conforme ja descrito. A
membrana foi posicionada no cassete de revelacdo para dar prosseguimento a
revelacdo por quimioluminescéncia, utilizando o Kit Amersham ECL Western Blotting
(G.E. Healthcare LifeSciences), que contém o substrato aplicado diretamente sobre a
membrana. A revelacdo foi realizada em camara escura, através da exposicdo do
filme radiografico Amersham Hyperfim ECL (G.E. Healthcare LifeSciences) a
membrana e entdo revelacédo do filme utilizando as solucdes reveladora (Kodak) e
fixadora (Kodak).
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3.10- Quantificagao de interferon do tipo | pelo kit QUANTI-Blue

A linhagem de células HEK-293 foi adquirida da InvivoGen. As células foram
mantidas em meio de crescimento Dulbecco Eagle modificado (DMEM) high glucose
e glutamina, suplementado com 10% soro fetal bovino e com os antibidticos seletivos
blasticidina e zeocina, e incubadas a 37°C/5% CO.. Para a quantificacédo de IFN-I, as
células foram obtidas utilizando tripsina e o sobrenadante foi centrifugado a 900 xg
por 5 minutos. Apds as células foram contadas em camara de Neubauer utilizando
exclusdo por azul de tripan. Entdo, foram semeadas ~50.000 células por po¢o em
placas de 96 pogos em 180 pL de meio. Posteriormente, aos pogos foram adicionados
20 pL da amostra (soro ou sobrenadante de cultura de PBMC), seguida de incubagéao
por 20-24 horas a 37°C/5% CO». Uma curva padrao foi construida com concentracdes
crescentes de IFN-a 2b (Biosintética) de 9.5 a 156 U/mL. Também foi incluido um
controle negativo (IFN-y). Para a quantificagdo de IFN-I, 20 uL dos sobrenadantes das
culturas de HEK-293 foram transferidos para placa de 96 pocos e entao foi adicionado
180 uL de QUANT-BIue por poco longe da luz, e incubados em estufa a 37°C de 15
minutos a 1 hora. O QUANT-Blue foi preparado conforme instru¢des do fabricante. A
placa foi lida em um espectrofotdmetro (Spectra Max 190/Molecular Devices) com a
densidade ¢tica de 620-655 nm.

3.11- Purificacdo de PBMC e neutrofilos de sangue total por Ficoll

A manipulacdo do material biolégico foi realizada em cabine de seguranca
biologica, nivel NB2 em ambiente estéril. O sangue periférico foi coletado em tubos
de heparina e diluido na propor¢cao 1:1 em tampao salina fosfato (PBS) 1X. Para
separacao das células por gradiente de densidade, Ficoll Hypaque foi adicionado em
novos tubos de 50 mL (GE Healthcare, Suécia) e obedecendo a proporcéo 1:1 foi
adicionado o sangue total diluido lentamente de modo que n&o se misturasse ao Ficoll.
Posterior a isso, os tubos foram centrifugados a 900 xg, por 30 minutos a 25°C. Apés
a centrifugacdo ocorreu a separacdo dos componentes, e subsequente coleta da
fracdo de células mononucleares. Estas células foram transferidas para tubos novos,
diluidas em PBS 1X e centrifugados a 500 xg, por 10 minutos a 4°C. Essa lavagem foi
repetida até que o pellet ficasse limpo. As células foram ressuspendidas em meio

RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), L-glutamina a 2 mM,
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penicilina a 100 U/mL e estreptomicina a 100 mg/mL (meio completo) e contadas em
camara de Neubauer utilizando exclusédo por azul de Tripan (Bio WHITTAKER, EUA).

Para a purificacdo de neutréfilos, apos retirar a fracdo de células
mononucleares, foi retirado o conteudo de Ficoll e plasma que sobrou e descartado,
ficando apenas a fracdo de células polimorfonucleares e hemacias localizadas no
fundo do tubo. Esta fracao foi transferida para novos tubos de 50 mL e completou-se
o volume até 45 mL com solugédo de lise de eritrécitos ACK (1,7 M de NH4CI, 0,1M de
KHCO3 e mM EDTA). Os tubos foram homogeneizados por aproximadamente 10
minutos, e centrifugados a 900 xg por 10 minutos a 4°C. Apdés a centrifugacao o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado ACK ao pellet homogeneizando por 5
minutos e centrifugados a 900 xg por 10 minutos a 4°C. Por fim, o sobrenadante foi
descartado, e ao pellet limpo foi adicionado PBS 1X e centrifugados a 900 xg por 10
minutos a 4°C. O pellet foi ressuspenso em meio RPMI completo, e as células

contadas em camara de Neubauer utilizando excluséo por azul de Tripan.

3.12- Cultura de PBMC

As PBMCs foram plaqueadas em 1000 puL de meio RPMI 1640 (completo) em
placa de 24 pocos (1x10° células por poco), para experimento de quantificacdo de
IFN-1. As células foram estimuladas ou ndo com M. leprae sonicado 20 pg/mL (NR-
19329; Bei Resources), com complexo oligonucleotideo CpG-Hlp (0.5 e 0.25 uM,
respectivamente) e R848 1ug (agonista de TLR7) por 24 horas em estufa a 37°C e
5% CO2 ApOs o tempo de incubacdo dos estimulos os sobrenadantes foram
coletados, centrifugados a 500 xg por 5 minutos, os sobrenadantes foram coletados,
e congelados para dosagem de IFN-I. O oligonucleotideo CpG foi adquirido
comercialmente (CpG classe A — ODN 2395; Invitrogen). Ja a Hlp recombinante foi
obtida no nosso laboratério e complexada ao CpG conforme previamente descrito
(Dias et al., 2016).
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3.13- Culturas de neutréfilos

Os neutrofilos isolados de sangue periférico foram plaqueados em 200 pL de
meio RPMI 1640 em microtubos de centrifugacdo (Eppendorf) de 0,5 mL (1x10°
células por tubo) para os experimentos de quantificacdo de NET. As células foram pré
estimuladas ou nao com IFN-a 1000 U/mL por 3 horas em estufa a 37°C e 5% COa..
Apds esse tempo as células foram estimuladas ou ndo com M. leprae sonicado 20
pg/mL por 90 minutos em estufa a 37°C e 5% CO». ApOS o tempo de incubagéo dos
estimulos os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 500 xg por 5 minutos,
para retirar debris celulares, e congelados para dosagem de DNA.

3.14- Quantificagdo de DNA

A liberacdo das NETSs foi avaliada pela dosagem de DNA nos sobrenadantes
das culturas de neutrofilos (25 pL), estimulados com IFN-a, M. leprae sonicado e IFN-
a + M. leprae sonicado, além do controle ndo estimulado, e incubados com 50 uL de
PicoGreen e 25 pL de tampéao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5) por2 a5
minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. A leitura foi realizada por
fluorescéncia e detectada em um leitor de microplacas SpectraMax Paradigm® na
faixa de 485 de emissdo e 538 nm de excitacdo (Molecular Devices). O DNA foi

guantificado com Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay kit (Thermo Fisher Scientific).

3.15- Analise estatistica

Todas as analises e graficos foram feitas utilizando GraphPad Prism versao
6.0. Os resultados estdo apresentados como mediana. Para avaliar a significancia
estatistica, primeiro foi realizado os testes de normalidade D'Agostino & Pearson
omnibus, Shapiro-Wilk e KS. Apés, foi realizado o test t de Student ndo paramétrico e

o0 One-way ANOVA, onde o nivel de significancia considerado foi P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1- Caracterizagdo dos pacientes ENH incluidos no estudo

O estudo compreendeu um total de 23 pacientes ENH, sendo 86,3% da
populacdo de estudo do sexo masculino e 13,7% do sexo feminino, com idade entre
21 e 76 anos. Os pacientes multibacilares (BL/LL) recrutados apresentaram ENH
antes, durante ou ap6s o tratamento com a PQT. Desses pacientes 13,6%
apresentaram o episodio reacional antes da PQT, 27,2% durante a PQT e 59,2% apos
a PQT. A maioria dos pacientes ENH incluidos no estudo apresentaram a forma clinica
LL (86,3%) (Tabela 3).

A classificagéo clinica de ENH leve, moderado e grave foi determinada de
acordo com a sintomatologia clinica do paciente. Através das avaliagdes clinicas
realizadas foi gerado um escore, que utiliza os seguintes parametros de analise: febre,
numero e extenséo de lesdes cutaneas, edema periférico e sinais sistémicos (mal
estar, cefaleia, queixas nasais e visuais, mialgia, dor testicular, dor 6ssea, dor neural,
alteracado de sensibilidade, cianose, fraqueza muscular, perda de peso, artralgia,

parestesia e adnomegalia) (Schmitz et al., 2016). Ficha em anexo.

39



Tabela 3: Caracteristicas demogréaficas e epidemioldgicas dos pacientes ENH incluidos no

estudo.
Paciente Sexo Idade | Forma IB Ocorrénciado | Gravidade
clinica episodio
reacional
ENH 1 M 70 LL 5.57 Antes da PQT | Moderado
ENH 2 M 55 LL 2 Apds a PQT Grave
ENH 3 M 21 LL 5 Durante a PQT | Grave
ENH 4 M 42 LL 4 Antes da PQT | Moderado
ENH 5 F 68 LL 0.75 Apds a PQT Grave
ENH 6 M 21 LL 2.5 Apds a PQT Moderado
ENH 7 M 27 LL 3.25 Apds a PQT Grave
ENH 8 M 31 LL 4.75 Durante a PQT | Moderado
ENH 9 M 23 LL 2.5 Apds a PQT Grave
ENH 10 M 34 LL 5.5 Durante a PQT | Grave
ENH 11 M 40 LL 2.75 Apds a PQT Grave
ENH 12 M 62 BL 2.6 Apds a PQT Grave
ENH 13 M 48 LL 4.5 Apds a PQT Grave
ENH 14 F 69 LL 3.5 Apds a PQT Moderado
ENH 15 M 27 LL 0 Antes da PQT Grave
ENH 16 M 64 LL 4.5 Durante a PQT | Grave
ENH 17 M 31 BL 1.25 Apds a PQT Grave
ENH 18 M 61 LL 4 Durante a PQT | Grave
ENH 19 M 44 LL 5 Apés a PQT Grave
ENH 20 F 76 BL 2.5 Apds a PQT Leve
ENH 21 M 38 LL 0.25 Apds a PQT Moderado
ENH 22 M 52 LL 5.25 Durante a PQT | Leve
ENH 23 M 43 LL 3.75 Apds a PQT X

BL, forma borderline-lepromatosa; LL, forma polar lepromatosa; ENH, eritema nodoso hanseniano no

diagndstico; IB, indice baciloscépico.
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4.2- Andlise datranscricdo de genes induzidos por IFN do tipo | em leséo de pele
de pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7

Para avaliar a atividade do IFN tipo |, escolhemos 3 genes induzidos por IFN-I
e realizamos o ensaio de RT-gPCR para quantificar a expressdo de mRNA relativa
em lesOes de pele de pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7. Na figura 10A avaliamos
a expressao do gene EIF2AK2 no grupo LL/BL vs ENH DO e observamos expressao
significativamente maior nos pacientes ENH DO, com um valor da mediana para este
grupo de 6 vezes em relacdo ao grupo LL/BL. Vale a pena ressaltar que todos os
pacientes LL/BL apresentaram algum tipo de reacéo durante o acompanhamento dos
mesmos. Os que apresentaram ENH estdo indicados em verde e os em laranja
sofreram RR. Dois destes pacientes apresentaram niveis de mRNA acima do valor da
mediana do grupo ENH. Nao observamos correlacdo positiva entre a expressao
génica e os seguintes parametros: 1B (nos grupos LL/BL e ENH); intervalo de tempo
do aparecimento do quadro reacional a partir do dignéstico de hanseniase nos
pacientes LL/BL que desenvolveram reacdo durante o acompanhamento; a gravidade
da reacao (paciente ENH). Também avaliamos se o tratamento com a talidomida
poderia modular a expressdo de genes induzidos por IFN do tipo I. Para isso
realizamos o acompanhamento longitudinal dos pacientes no momento do diagnéstico
do ENH (ENH DO0) e 7 dias apos o inicio do tratamento com a talidomida (ENH D7).
Na figura 10B, podemos observar que dos 6 pacientes analisados, 4 tiveram uma

reducédo da expressao do gene EIF2AK2 e dois pacientes apresentaram aumento.
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Nas figuras 10C e 10D avaliamos a transcricdo do gene MX1. Na figura 10C,
observamos um padrao muito semelhante ao detectado para o gene EIF2AK2, com
um valor da mediana 5 vezes maior para o grupo ENH em relacdo ao grupo LL/BL,
ainda que nédo estatisticamente significativo. Neste caso, 4 dos 13 pacientes LL/BL
apresentaram valores de mRNA para o gene MX1 acima do valor da mediana do grupo
ENH. Também neste caso ndo observamos correlacdo positiva entre a expressao do
MRNA e o0s seguintes parametros: IB (nos grupos LL/BL e ENH); intervalo de tempo
do aparecimento do quadro reacional a partir do dignéstico de hanseniase nos
pacientes LL/BL que desenvolveram reagdo durante o acompanhamento e, a
gravidade da reacao (paciente ENH). A figura 10D mostra que a expressao de MX1
foi significativamente menor apdés o tratamento com a talidomida, com valor de
mediana igual a 0,04191 para ENH DO e 0,01409 para ENH D7. Ja no que se refere
a analise do gene IFIT1, o numero de pacientes analisados foi muito baixo, pois nao
se observou amplificacdo em algumas reacOes para esse gene. Os 2 pacientes ENH
gue mostraram expressdo mais elevada de mRNA do gene IFIT1 também
apresentaram expressao diferenciada para os outros dois genes avaliados (figura
10E). Na figura 10F, os 4 pacientes acompanhados durante o tratamento com

talidomida apresentaram comportamentos variaveis.
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Figura 10: Andlise da transcricéo relativa dos genes induzidos por IFN do tipo | em lesdes de
pele de pacientes com eritema nodoso hanseniano (ENH). Os valores das amostras foram
normalizados utilizando o controle endégeno RPL13. Cada ponto representa 1 paciente, e a cor verde
indica os pacientes multibacilares que evoluiram para o ENH, a cor laranja os que evoluiram para
reacao reversa. A- Analise do gene EIF2AK2 em pacientes multibacilares (LL/BL=13) e pacientes
reacionais (ENH =17), e B- analise do mesmo gene em pacientes acompanhados longitudinalmente no
dia zero (ENH DO) e dia sete (ENH D7) (n=6) durante o tratamento com talidomida. C- Analise do gene
MX1 (BL/LL=13, ENH=17) e D- analise do mesmo gene em pacientes acompanhados
longitudinalmente ENH DO e ENH D7 (n=7). E- Analise do gene IFIT1 (LL/BL=3, ENH =8), e F- andlise
do mesmo gene em pacientes acompanhados longitudinalmente ENH DO e ENH D7 (n=4). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o test t de Student, seguido do Mann Whitney (ndo pareado) e

o teste t de Student, seguido do Wilcoxon test (pareado) (P <0.05).

4.3- Anélise da expressdo de MX1 em lesdes de pele de pacientes LL/BL, ENH e
ENH D7

Para complementar a analise de transcrigdo, avaliamos a expressao proteina
MX1 em lesbes de pele de pacientes hansenianos dos 3 grupos estudados por
western blotting. Para isso, foram preparados extratos proteicos provenientes de
biépsias de pele de 3 pacientes com a forma clinica LL acompanhados
longitudinalmente e obtidas em 3 momentos distintos, a saber: no diagndstico de
hanseniase (leséo inicial), no momento do diagnostico do ENH (leséo nova que surge
durante a reacao) e 7 dias apos o tratamento com a talidomida (leséo reacional apos
tratamento). Quantidades equivalentes de proteina dos extratos foram aplicados e
fracionadas em gel SDS-PAGE 12%, e posteriormente transferidas para membrana
de nitrocelulose. A analise de western blotting revelou que a proteina MX1 esta
expressa nas células de lesédo de pele dos pacientes LL e ENH, mas que o tratamento
com talidomida (ENH D7) reduz consideravelmente a sua expresséao (Figuras 11A-B).
A anélise da média indicou que a expressao de MX1 reduziu cerca de 2 vezes apos 7

dias do tratamento com talidomida.
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Figura 11: Analise dos niveis da proteina MX1 em lesfGes pele durante o eritema nodoso
hanseniano (ENH). Biépsias de lesdes de pele de pacientes com a forma polar lepromatosa
acompanhados nos 3 momentos estudados: no diagnéstico da hanseniase (LL), no diagnéstico do
eritema nodoso hanseniano (ENH DO) e 7 dias ap6és o inicio de do tratamento com talidomida (ENH
D7). As amostras foram extraidas com Trizol e as proteinas foram recuperadas através de dialise em
0,1% de SDS. A- Analise da expressdo da proteina MX1, utilizando o anticorpo policlonal de coelho
anti-MX1. A expressdo de GAPDH foi considerada para controle de carregamento no gel. B- Andlise
por densitometria das membranas mostradas em A. Os valores das amostras foram normalizados

utilizando o controle endégeno GAPDH.

Apés a analise da expressdo de MX1 nos pacientes multibacilares que
desenvolveram o ENH, nos perguntamos se pacientes LL que até o momento nao
desenvolveram o ENH poderiam apresentar expressao diferenciada de MX1. Para
isso, realizamos uma nova analise por western blotting, utilizando 3 amostras de
pacientes com a forma clinica LL sem reacdo de 2017 até o presente momento (LL
NR), e 3 pacientes com a forma clinica LL antes e durante o ENH. Nossas analises
revelaram que nao ha diferenca na expressédo de MX1 nos pacientes LL sem reacéo,
guando comparados com os pacientes LL que desenvolveram o ENH (Figuras 12A-
B).
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Figura 12: Anélise da expresséo de MX1 em células de lesdes pele de pacientes com hanseniase.
Biopsias de lesdes de pele de 3 pacientes com a forma lepromatosa polar que néo sofreram reacéo
(LL NR) e de 3 pacientes lepromatosos em dois momentos: no diagnéstico da hanseniase (LL) e no
diagnéstico do eritema nodoso (ENH DO0). As amostras foram tratadas com Trizol e as proteinas foram
recuperadas através de didlise em 0,1% de SDS. A- Deteccéo da proteina MX1, utilizando o anticorpo
policlonal de coelho anti-MX1. B- Andlise por densitometria das membranas mostradas em A. A

expressdo de GAPDH foi considerada para controle de carregamento no gel.

4.4- Analise da presenca de IFN-a em lesdes de pele obtidas de bi6psias de
pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7

As imagens de imunofluorescéncia para a deteccao especifica de IFN-a nestas
mesmas lesdes estao representadas na Figura 13. Podemos observar uma coloracéo
intensa para IFN-a no interior de algumas células na lesdo LL/BL (painel A). Ja na
lesdo ENH DO observou-se uma marcacao mais fraca, contudo em um numero maior
de células (painel B). Porém, a marcagao para IFN-a se tornou indetectavel apos 7

dias de tratamento com a talidomida (ENH D7; painel C).
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Figura 13: Analise da presenca de IFN-a por imunofluorescéncia em lesées de pele de pacientes
durante o eritema nodoso hanseniano (ENH). Pacientes multibacilares (LL/BL), pacientes ENH no
diagnostico da reac@o (ENH DO) e 7 dias apds tratamento com talidomida (ENH D7) foram avaliados
para a presenca de IFN-a. Os cortes histolégicos foram processados para imunomarcagdo com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-IFN-a (em verde). Os nucleos séo evidenciados através de
coloracdo com DAPI (em azul). As imagens sdo representativas de 3 pacientes de cada grupo. As
imagens sdo observadas no aumento de 40x. Barra de escala igual a A-100 um, B-200 um e C-100

pm.

4.5- Anélise da transcricao de genes induzidos por IFN do tipo | em sangue total
de pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7

O ENH é sabidamente marcado pelo aparecimento de multiplas lesbes, no
entanto, além dessa marca da doenca, 0s pacientes também apresentam sintomas
sistémicos, como febre por exemplo. Sendo assim, decidimos investigar a expressao
de genes de assinatura do IFN do tipo | em amostras de sangue total. Para isso, 0
sangue total de pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7 foi processado de acordo com
protocolo do PAXgene Blood RNA. Também neste caso foram avaliados os genes
EIF2AK2, MX1 e IFIT1. A expressao do mRNA de EIF2AK2 foi significativamente
maior nos pacientes reacionais quando comparada com 0s pacientes néo reacionais,
com valor da mediana igual a 0,02712 para o grupo LL/BL e 0,5138 para ENH DO
(figura 14A). Todos os 12 pacientes LL/BL analisados mostraram niveis abaixo da
mediana do grupo ENH DO. Neste caso também n&o observamos correlacao positiva
entre os niveis de MRNA e os seguintes parametros: IB (nos grupos LL/BL e ENH);
intervalo de tempo do aparecimento do quadro reacional a partir do dignéstico de
hanseniase nos pacientes LL/BL que desenvolveram reacdo durante o
acompanhamento; a gravidade da reacao (paciente ENH). Dos 9 pacientes que foram
acompanhados nos momentos dia 0 e dia 7 do tratamento com talidomida, em 4 deles
se observou diminuicdo da expressao com o tratamento e em 3 pacientes 0s niveis
se mantiveram praticamente inalterados (figura 14B).

Ja no que se refere a expressao de MX1, ndo se observou expressdao de mRNA
estatisticamente diferentes nos grupos (figura 14C). Os 3 pacientes LL/BL com valores
acima da mediana do grupo ENH DO sofreram algum tipo de reacdo durante o
acompanhamento, esses 3 pacientes apresentaram a reagdo em 1 e 4 anos apos
anos apos a alta do tratamento com a PQT e 1 ap6s 2 meses do inicio da PQT. N&o

observamos correlagéo positiva entre os niveis de mRNA e 0s seguintes parametros:
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IB (nos grupos LL/BL e ENH); intervalo de tempo do aparecimento do quadro reacional
a partir do dignédstico de hanseniase nos pacientes LL/BL que desenvolveram reagéo
durante o acompanhamento; a gravidade da reacao (paciente ENH). Na figura 14D,
devido a uma resposta muito heterogénea, ndo observamos diferencga significativa
entre os grupos. Na figura 14E, observamos a expresséo de IFIT1, onde ndo houve
diferenga significativa entre os grupos LL/BL vs ENH DO. E, nos pacientes
acompanhados no momento ENH DO e ENH D7 na figura 14F, também néo
observamos diferenca significativa entre os grupos, devido a expressao relativamente

mais baixa desse gene.
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Figura 14: Andlise da expresséo relativa dos genes induzidos por IFN do tipo | em sangue total

de pacientes com eritema nodoso hanseniano (ENH). Os valores das amostras foram normalizados

utilizando o controle endégeno RPL13. Cada ponto representa 1 paciente, e a cor verde indica os

pacientes multibacilares (LL/BL) que evoluiram para o ENH durante seu acompanhamento, a cor laranja

0s que evoluiram para reagdo reversa € a cor roxa 0s que nao apresentaram reacdo. A- Analise do

gene EIF2AK2 em pacientes multibacilares (LL/BL=12,) e pacientes ENH no diagnéstico da reacao

(ENH D0=12). B- Andlise do mesmo gene em pacientes ENH monitorados 7 dias ap6s o inicio de
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tratamento com talidomida (ENH D7, n=9). C- Andlise da expressdo do gene MX1 (LL/BL=12, ENH
D0=14). D- Andlise do mesmo gene em pacientes acompanhados longitudinalmente ENH DO e ENH
D7 (n=7). E- Andlise da expresséo do gene IFIT1 (LL/BL=12, ENH D0=13). F- Analise do mesmo gene
em pacientes acompanhados longitudinalmente ENH DO e ENH D7 (n=7). As analises estatisticas

foram realizadas utilizando o teste t de Student, seguido do Mann Whitney test (P <0.05).

4.6- Quantificacdo da concentracao sérica de IFN do tipo | em pacientes LL/BL,
ENH DO e ENH D7

Para quantificar IFN do tipo | no soro dos pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7
utilizamos o Kit HEK-Blue™ IFN-a/8 Cells, que mede a atividade biologica desta
citocina. As células HEK-Blue expressam o receptor de IFN-I e ao estimular essas
células com IFN-a/f secretam em seu sobrenadante uma fosfatase alcalina que é
detectada pelo ensaio colorimétrico QUANTI-Blue™. Para quantificar os niveis de
IFN-1 utilizando este kit, construimos uma curva padrdo (figura 15A) estabelecendo
como limite de deteccgéo de IFN-I o valor de 9.75 U/mL. Foram analisadas amostras
de soro de 13 pacientes de cada grupo, contudo ndo foram encontrados niveis
detectaveis de IFN-I pelo método utilizado em nenhuma amostra analisada (figura
15B).
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Figura 15: Nivel de IFN do tipo | no soro dos pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7. Amostras de
soro de pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7, foram utilizadas para o ensaio. As células HEK 293 foram

plaqueadas em placas de 96 pocos e estimuladas com concentragdes crescentes de IFN-o 2b para
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construgdo da curva padrao (A), ou 20 pL das amostras de soro dos pacientes (B). Apos incubacgéo por
20-24 horas, o sobrenadante foi coletado, e a dosagem foi realizada pelo kit QUANTI-Blue. A leitura foi
realizada em um espectrofotdmetro com a densidade 6tica de 620-655 nm.

4.7- Analise da capacidade do IFN-a de potencializar a NETose induzida por M.

leprae

Recentemente, Silva e colaboradores (2019) observaram que os neutrofilos de
pacientes ENH apresentam taxas aumentadas de NETose, e que o M. leprae é capaz
de induzir a producdo de NETs. Como o IFN-I tem a propriedade de preparar os
neutréfilos potencializando a NETose (Revisto em Mahajan et al., 2016; Gul et al.,
2018), numa etapa seguinte avaliamos se o IFN-a seria capaz de aumentar a geracao
de NETs por neutréfilos estimulados com sonicado total do M. leprae. Para isso,
neutrofilos foram purificados do sangue de doadores sadios e estimulados com M.
leprae sonicado, na presenca ou ndao do IFN-a. Na figura 16A nossos resultados
monstram que o IFN-a possui a capacidade per se de induzir NETose. Também
confirmamos a capacidade do M. leprae de induzir NEtose. Contudo, nas condi¢des
testadas ndo observamos um efeito significativo do IFN-I de potencializar a NETose

induzida por M. leprae.
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Figura 16: Analise da capacidade do IFN-a de potencializar a NETose induzida por M. leprae.

Neutrdfilos (1x10° células) de doadores sadios (N=6) estimulados com IFN-a 1000 U/mL, M. leprae
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sonicado 20ug/mL e IFN-a 1000 U/mL + M. leprae sonicado 20 pg/mL, durante 4 horas e 30 minutos.
A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student, seguido do Mann Whitney test e One-
way ANOVA seguido Kruskal-Wallis test com Dunn's Multiple Comparison Test (P <0.05).

4.8- Analise da producéo de IFN-I por PBMCs de pacientes multibacilares LL/BL
e ENH

Numa ultima etapa do trabalho fomos avaliar a producao espontanea e apos
estimulacdo de IFN-I em PBMCs de pacientes LL/BL e ENH. As células foram
purificadas e estimuladas com M. leprae sonicado, complexo CpG-HlIp (agonista de
TLR-9) e R848 (agonista de TLR-7). Nossos resultados iniciais (figura 17A)
demonstram que PBMCs de pacientes multibacilares LL/BL respondem ao estimulo
com complexo CpG-HIlp e R848 resultando na producéo de IFN-I. Ja PBMCs de
pacientes ENH demonstram uma producao de IFN-I somente com estimulo com CpG-
hlp. N&o observamos producgdo espontanea de IFN-I e nem nas células estimuladas

com M. leprae sonicado nos dois grupos de pacientes.
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Figura 17: Andlise da producao do IFN-I por PBMCs de pacientes multibacilares LL/BL e ENH
DO. PBMCs (1x108 células) de pacientes multibacilares LL/BL (N=3) e ENH DO (N=2) estimulados com
M. leprae sonicado (20 pg/mL), complexo CpG-Hlip (0,5 e 0,25 pM/mL) e R848 (1 pug/mL), durante 24

horas.
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5. DISCUSSAO

Os individuos que manifestam a forma clinica multibacilar da hanseniase
desenvolvem uma resposta imune fraca ou ineficaz M. leprae especifica com
producéo de IFN-y, importante para o controle de patdgenos intracelulares, permitindo
uma multiplicacdo irrestrita do M. leprae com a consequente disseminacdo e
aparecimento de multiplas lesdes. Um dos aspectos mais intrigantes da hanseniase é
0 surgimento durante o seu curso cronico de episodios inflamatérios agudos que séo
chamados de episddios reacionais. No caso dos pacientes multibacilares, estes
apresentam uma chance de 30 a 50% de desenvolver a reagéo do tipo 2 ou eritema
nodoso hanseniano (ENH). O ENH € uma intercorréncia grave que pode exigir a
internacao do paciente e leva-lo a 6bito. Os mecanismos que disparam e que mantém
esse episodio reacional sdo desconhecidos, e 0 seu melhor entendimento podera
contribuir para a descoberta de novas terapias e diagnostico precoce (Revisto em
Kamath et al., 2014).

Em estudos anteriores do laboratério, identificou-se que a via de resposta
imune inata mediada pela ativacdo de TLR-9 esta envolvida na patogénese do ENH
(Dias et al., 2016). Fazendo um paralelo com outros processos inflamatérios que
mostram algumas semelhancas com o ENH, como o LES e a psoriase, esta via tem
papel fundamental na estimulacédo da producéo de IFN-a, tendo como fonte principal
as células pDCs. O IFN-a produzido nestas patologias atua, por sua vez, sobre varias
células do sistema imune alterando suas funcbes e tendo como consequéncia a
amplificacdo e perpetuacdo do processo inflamatorio (Revisto em Guiducci et al.,
2008; Kim et al., 2015; Barrat and Su, 2019). Sendo assim, neste trabalho lancamos
a hipétese de que a ativacédo de TLR-9 poderia estar contribuindo para a producéo de
IFN-1 durante o ENH, e que esta familia de citocinas participaria, assim, da patogénese
deste episodio reacional.

Em nosso trabalho avaliamos a atividade do IFN-I a partir da analise da
expressao de trés genes induzidos por IFN-I: EIF2AK2, MX1 e IFIT1. Nossa escolha
foi baseada em diversos estudos de LES, que utilizam esses genes para mensurar de
forma especifica a atividade do IFN-a, principal membro da familia de IFN-1 implicado
na patogénese da doenca (Wahadat et al., 2018). Contudo, estes mesmos genes

também s&o induzidos pelo IFN-B, como demonstrado recentemente em estudo que

comparou os genes regulados por IFN-a, IFN-B e IFN-y em células mononucleares
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sanguineas de doadores sadios (Walddell et al., 2010). Inicialmente investigamos a
expressdo desses genes na lesédo cutanea de pacientes multibacilares néo reacionais
e comparamos com a expressdo em lesbes novas surgidas durante o ENH. A
expressdo do gene IFIT1 foi detectada em poucas amostras clinicas. Em
contrapartida, RNAm de EIF2AK2 e MX1 foi detectado em alguns pacientes LL/BL e
na maioria dos pacientes ENH. Esses resultados sugerem um aumento da atividade
de IFN-I, durante o episddio reacional na lesao cutanea e reforcam a idéia de que o
IFN-1 pode ter um papel importante na amplificacdo do processo inflamatorio
observado no ENH. A baixa expressao génica observada nos pacientes LL/BL foi uma
surpresa. O resultado esperado era que uma assinatura de IFN-I fosse claramente
observada na lesdo lepromatosa ndo reacional frente a dados da literatura
recentemente publicados. Teles e colaboradores (2013) mostraram, através de uma
analise transcripcional em larga escala, uma alta expressdo de genes induzidos
especificamente por IFN-, mas n&o por IFN-a, em lesGes cutaneas de pacientes com
a formas multibacilares LL/BL da hanseniase, contrapondo-se a uma assinatura
génica condizente com a producao de IFN-y em pacientes do polo tuberculoide da
doenca. Esta inducéo foi descrita como sendo estratégica para a sobrevivéncia e
multiplicacdo do bacilo no organismo devido aos efeitos do IFN-B de antagonizar a
acao microbicida de IFN-y em macrofagos infectados com o M. leprae (Teles et al.,
2013). Contudo, dentre os genes destacados como compondo a assinatura de I[FN-I
nas lesdes lepromatosas, ndo se encontravam os genes avaliados no nosso estudo,
0 que talvez possa justificar a baixa expressao destes genes nas nossas amostras de
leséo LL/BL.

Ja a analise por western blotting da proteina MX1 mostrou abundancia tanto
nas lesées LL/BL como ENH, indicando atividade de IFN-I em ambos grupos. Este
dado foi concordante com a deteccdo de IFN-a nas lesdes LL/BL e ENH por
imunofluorescéncia. Nesta analise observou-se um numero aumentado de células
positivas para IFN-a nas lesfes reacionais, coincidindo com a maior expressao genica
de EIF2AK2 e MX1 nestas lesbes. Contudo, o dado de imunofluorescéncia deve ser
futuramente quantificado para maior precisdo deste resultado. A deteccdo de IFN-a
na lesdo LL/BL discordam parcialmente aos resultados de Teles e colaboradoes,
2013, que preferencialmente encontraram IFN-B nesta lesdo (Teles et al., 2013).

No nosso estudo os pacientes incluidos no grupo LL/BL apresentaram ENH um
tempo depois de nossa avaliagdo, o que poderia sugerir que a expressao de IFN-a
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poderia ser um fator importante para a ocorréncia da reacdo. No entanto ndo houve
correlacdo com o tempo que o0s pacientes apresentaram ENH. Sendo assim,
complementando nossa analise, também avaliamos a expressao da proteina MX1 em
pacientes multibacilares LL/BL que nao desenvolveram ENH. Nossos resultados
indicam que nao ha diferenca na expressdo de MX1 entre pacientes LL/BL que ndo
desenvolveram o ENH e pacientes que desenvolveram o ENH em algum momento do
curso da hanseniase. No entanto nosso tempo de observacao destes pacientes ndo
reacionais ainda € curto, visto que sdo pacientes acompanhados apenas desde 2017,
e 0s pacientes por muitas vezes desenvolvem reacdo anos apos a conclusdo do
tratamento com a poliquimioterapia. Tambem, como MX1 é positivamente regulada
tanto pelo IFN-a como pelo IFN-B, ainda ndo podemos descartar um papel
preponderante de IFN-a na patogénese da reagcédo. Assim, novos ensaios deverao ser
realizados futuramente com estas amostras, buscando marcadores especificos que
diferenciem IFN-a de IFN-3 para comprovar esta hipotese.

O ENH é uma doenca inflamatdria que apresenta alguns sintomas sistémicos
como febre, mal-estar, dores nas articulacdes e perda de peso, que causam extremo
desconforto nos pacientes acometidos. Devido a esses fatores avaliamos a
transcricdo do mRNA de genes induzidos por IFN-I em amostras de sangue total de
pacientes multibacilares LL/BL e reacionais ENH. Em nossos resultados podemos
observar através da analise da mediana que os niveis de mMRNA para o gene EIF2AK2
foi 18 vezes maior nos pacientes ENH em comparacdo com o0s pacientes nao
reacionais. No entanto, a expressao génica de MX1 e IFIT1 ndo apresentou diferenca
entre 0s pacientes ndo reacionais e os pacientes ENH. Esses resultados em sangue
total se correlacionam com os dados em leséo cutanea, visto que o gene com maior
nivel de transcricdo de mRNA também foi o EIF2AK2. Além disso, a transcricdo do
gene MXL1 se correlaciona com os niveis da proteina MX1 na lesédo cutanea, visto que
nao observamos diferencas na expressdo do mRNA para MX1 no sangue, e nao
observamos diferenca nos niveis da proteina MX1 na lesdo cutanea, comparando
pacientes multibacilares LL/BL e ENH. Esses dados sugerem que possivelmente os
achados encontrados em lesdes cutaneas podem ser reflexo dos dados
encontrados sistemicamente.

O IFN do tipo | compreende uma familia de citocinas que possui 13 subtipos de
IFN-a e um unico IFN -B em humanos. Essas citocinas sdo mais conhecidas por sua

capacidade de induzir um estado antiviral na célula infectada e favorecer a geragéo
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de uma resposta imune adaptativa para controle da infeccédo (Revisto em McNab et
al., 2015). Contudo, dados recentes indicam que os efeitos deste grupo de citocinas é
bastante complexo combinando tanto efeitos benéficos como maléficos para o
hospedeiro (Rodero et al., 2017). Essa familia de citocinas liga-se a um Unico receptor
transmembranar heterodimérico composto pelas subunidades IFNAR1 e IFNAR2.
Essa ligacao ira ativar uma cascata de sinalizacédo que induz a expressao de centenas
de genes estimulados por IFN (ISGs). Mas as respostas celulares a ligacdo com
IFNAR séo dependentes do tipo de IFN-I e do contexto celular e variam durante o
curso de uma resposta imune (Revisto em McNab et al., 2015). Estudos recentes
sugerem que os diferentes subtipos de IFN-I possuem func¢des especificas, e podem
induzir a expressao de diferentes genes, que séo regulados especificamente por IFN-
a ou IFN-B. Contudo este ainda é um campo bastante desconhecido que requer
investigacao (Revisto em Cherie et al., 2015). Novos ensaios de qPCR para os genes
IFN-o. e IFN-B lesdes lepromatosas e ENH poderéo esclarecer melhor esta questao
no contexto do papel dos diferentes membros da familia IFN-I na hanseniase e nos
episodios reacionais.

A talidomida é o tratamento de escolha para pacientes com ENH, e possui um
efeito extremamente benéfico em um curto periodo de tempo. Nossos resultados
mostraram uma efetiva diminuicdo da atividade de IFN-I apos 7 dias do inicio do
tratamento dos pacientes ENH com talidomida. Observamos tanto a quase extin¢ao
de células produtoras de IFN-a como diminuicdo dos niveis de MX1 na lesdo e, o
acompanhamento longitudinal de alguns pacientes ENH mostrou queda na expresséo
de EIF2AK2 e MX1 em boa parte deles, tanto na lesdo como no sangue. NOSS0S
dados sugerem que uma das propriedades anti-inflamatorias da talidomida € a
supressédo da via de IFN-I em pacientes com ENH.

Varios mecanismos para a eficacia da talidomida no ENH tém sido propostos,
sendo considerado o principal a inibicdo da producao de TNF (Revisto em Kamath et
al., 2014). Durante muito tempo permaneceu desconhecido o0 mecanismo de acao da
talidomida. No entanto, recentemente foi identificado o alvo de acédo direta da
talidomida, o cereblon, responsavel por seus diversos efeitos. A talidomida possui
propriedades anti-inflamatérias muito eficazes, que permite que tenha um efeito tao
rapido e eficaz nos pacientes com ENH. Recentemente um estudo demonstrou que a
talidomida e seus derivados sé&o inibidores eficazes da producéo de IFN-I induzido por

TLR4, via supresséao da via TRIF/IRF3 em camundongos deficientes do cereblon.
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Esses dados mostram que a supressédo de IFN-I ocorre independente do cereblon.
Isso tem grande importancia, pois indica que algumas propriedades terapéuticas da
talidomida e seus derivados podem ser separadas das vias que levam a
teratogenicidade (Milrine et al., 2016). Outro trabalho recente identificou o regulador
da homeostase imune Rabex-5, uma proteina que interage com o cereblon. Eles
observaram que a ligacdo de Rabex-5 ao cereblon € inibida pela lenalidomida, um
derivado da talidomida. Utilizando a linhagem celular de macrofagos THP-1 deficiente
do Rabex-5, eles identificaram que a auséncia de Rabex-5 regulou positivamente a
producdo de IFN-I, induzida por TLR através da ativacdo de uma via da STAT1
dependente de MYD88 (Milrine et al., 2016). Nossos resultados indicam que o
tratamento com talidomida regula negativamente a expressédo de ISGs na leséo e
sangue, assim como a presenca do IFN-a na leséo de pacientes ENH analisados apos
7 dias do inicio do tratamento com a talidomida.

Apesar de ja ter passado muitos anos desde a sua descoberta, uma
compreensao do papel dos diferentes subtipos de interferon tem sido dificultada pela
incapacidade de medir diretamente a proteina do IFN-I em amostras biolégicas
usando kits de ELISA disponiveis (Bonjardim et al., 2009; Rodero et al., 2017). Por
esse motivo, a maioria dos trabalhos utilizam um método indireto para medir a
presenca do IFN-I, que se baseia na identificacdo do mRNA de genes de assinatura
do IFN-I, conhecidos como ISGs. Dessa forma é possivel identificar um sinal
amplificado consequente do estimulo do IFN-I (Bennett et al., 2003; Walddell et al.,
2010; Teles et al., 2013). No entanto, os esfor¢cos para medir diretamente o IFN-I ainda
continuam.

Em nosso trabalho utilizamos um ensaio biolégico que mede a atividade do
IFN-1 para tentar quantificar os niveis séricos de IFN-I nos pacientes com hanseniase.
Este ensaio se utiliza de células HEK 293 que expressam o receptor de IFN-I e foram
transfectadas com os genes STAT2 e IRF9, para obter uma via de sinalizacao de IFN-
| totalmente ativa. Essas células possuem um gene repérter SEAP (fosfatase alcalina
embrionaria secretada) que é controlada pelo promotor ISG54 induzido por IFN-a/f3.
Através desse ensaio realizamos a quantificacdo do IFN-I em amostras de soro de
pacientes LL/BL, ENH DO e ENH D7, com um limite de deteccdo de 9.5 U/mL No
entanto, apesar dos nossos esforgos, ndo identificamos a presenca do IFN-I em
nenhuma das amostras testadas. Este mesmo resultado ja havia sido obtido pelo

nosso grupo utilizando um ensaio de ELISA (pbl Assay science) com limite de
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deteccédo 12.5 pg/mL (dados n&o publicados). Num estudo anterior realizado na
Fiocruz, a presenca do IFN-a foi detectada através de radioimunoensaio em 4
amostras de soro de um total de 25 pacientes ENH, com valores entre 10 e 20 U/mL.
A maior parte dos pacientes apresentou niveis de IFN-a abaixo de 10 U/mL (Vieira,
1991).

A semelhanca dos nossos resultados, muito poucos estudos conseguiram
mensurar os niveis circulantes desta citocina em doencas inflamatorias crénicas onde
o IFN-I tem importante papel patogénico. O IFN-I estava presente no soro de 46% dos
pacientes com LES, 50% dos pacientes com artrite reumatoide, e 60% dos pacientes
com escleroderma. Os pacientes com LES apresentaram uma detecc¢ao entre 0 e 32
U/mL de IFN-I no soro, e esses dados tiveram uma boa correlacdo com a atividade da
doenca (Hooks et al., 1979). Um outro estudo identificou a presenca do IFN-a no soro
de pacientes com LES. Os autores realizaram um acompanhamento longitudinal dos
pacientes e observaram que antes da crise 0s pacientes apresentavam uma deteccéo
média de 4,3 U/mL de IFN-a, com um aumento expressivo durante a crise com uma
média de 30 U/mL. Apds a crise 0s pacientes apresentavam niveis baixos de IFN-a
de aproximadamente 2,9 U/mL. Esses resultados também tiveram alta correlacdo com
a gravidade da doenca, ocorrendo um aumento maior da deteccdo de IFN-a em
pacientes com doencga grave ativa. A deteccéo do IFN-a foi observada em 43% dos
pacientes analisados nesse estudo (Bengtsson et al., 2000). Esses resultados
refletem que os niveis de IFN-I circulantes sdo extremamente reduzidos,
possivelmente devido a alta poténcia biolégica dessa citocinas, fazendo com que ela
seja consumida rapidamente para exercer suas atividades bioldgicas.

Recentemente, um estudo utilizou uma tecnologia inovadora, a tecnologia de
um ELISA digital, baseado na contagem de imuno-complexos individuais detectados
com esferas paramagnéticas combinandas a anticorpos de alta afinidade. Dessa
forma foi possivel identificar concentragdes atomolares (fentogramas por mililitro), que
correspondeu a uma sensibilidade 5.000 vezes maior que os ELISAs comerciais. Os
autores identificaram a presenca de IFN-a em amostras de soro de pacientes com
LES e dermatomiosite de inicio juvenil (DMJ), que foi altamente correlacionado com a
expressdo de ISGs. Esses dados reforcam a necessidade de um método mais
sensivel para detec¢cdo do IFN-I, mas também demonstram que o método mais
utilizado atualmente, que é baseado na identificacdo da expressédo de ISGs, é um

método eficaz (Rodero et al., 2017).
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Uma caracteristica importante dos pacientes multibacilares LL/BL € a presenca
de uma resposta imune humoral, e a presenca de auto-anticorpos (Misch et al., 2010).
Recentemente nosso grupo demonstrou um aumento de DNA micobacteriano e de
complexo DNA-histona humano no soro de pacientes ENH, associado com a alta
expressdo de TLR-9 em células B, pDC e mondcitos, sugerindo que o DNA bacteriano
e do hospedeiro poderiam agir como importantes estimuladores de TLR-9 (Dias et al.,
2016). Estudos no LES descreveram um aumento da expressado de TLR-9 em células
B na doenca ativa, e também foi visto que a interacao entre CpG (dinucleotideo ndo
metilado) e TLR-9 é capaz de induzir o aumento da geracdo de auto-anticorpos
(Nakano et al., 2008). Diversas doencgas inflamatdérias e auto-imunes ja demonstraram
0 papel patogénico de imunocomplexos de &cido nucléico enddgeno e auto-
anticorpos, que através da sinalizacao de TLR-7 e TRL-9 induzem a producéao elevada
de citocinas pro-inflamatorias (Revisto em Guiducci et al., 2009). As pDCs, por
exemplo, sdo ativadas dessa forma e secretam altos niveis de IFN-1 no LES. O IFN-I,
por sua vez, contribui para a perda de tolerancia como consequéncia da ativacao de
células T e B autorreativas seguida da producdo de auto-anticorpos (Revisto em
Roénnblom et al., 2008).

Os neutrdéfilos parecem desempenhar um papel importante na patogénese do
ENH. A presenca de neutréfilos na derme profunda e no tecido subcutaneo em lesdes
ENH é considerada uma assinatura celular e tem um papel importante no diagndstico
histopatoldgico. A presenca de neutrofilos € reduzida apds tratamento anti-reacional
(Schmitz et al., 2019). A integracdo de dados em dois estudos de expressao génica
em larga escala realizados por dois grupos independentes (Lee et al., 2010; Belone
et al., 2015) em lesdes de pele ENH revelou as principais vias biolégicas que
diferenciam as les6es ENH das lesGes nédo reacionais de pacientes multibacilares. As
vias biologicas majoritariamente expressas sao envolvidas nos processos de
degranulacao e ativacdo de neutrofilos (Calvo, 2018). Ja foi demonstrado que a taxa
de apoptose de neutréfilos se encontra muito acelerada em pacientes ENH em
comparacdo com pacientes multibacilares LL/BL ndo reacionais. Além disso,
neutrofilos isolados de pacientes com hanseniase LL/BL e ENH liberam TNF e IL-8,
apos estimulacdo com M. leprae (Oliveira et al., 1999).

Dados recentes do nosso grupo demonstraram que neutréfilos de pacientes
ENH apresentam taxas aumentadas de NETose, sugerindo que as NETSs liberadas

por este processo poderiam constituir uma fonte importante dos niveis circulantes
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elevados de DNA enddgeno detectados nesses pacientes. Neste trabalho também
demonstramos que componentes do M. leprae, encontrados em abundancia no
paciente multibacilar, sdo capazes de induzir NEtose (Silva et al., 2019).

A depuracao ineficiente de NETs durante a etiopatogenia do LES tem sido
correlacionada com altos titulos de anticorpos anti-NET e envolvimento renal desses
pacientes. A NETose € induzida pelas citocinas pro-inflamatérias IL-17A, TNF, IL-8 e
IL-18 na artrite reumatoide, gota e LES. O IFN-a € uma citocina importante, com
capacidade de induzir os neutrofilos para a realizacdo da NETose e, como a
assinatura de IFN-a € uma caracteristica importante do LES, as NETs podem ser
consideradas como parte da patogenia do LES. Ainda foi demonstrado que neutrofilos
de pacientes com LES produzem IFN-a em resposta a cromatina circulante. Dessa
forma, acredita-se que o IFN-a pode estar ativando os neutréfilos, e induzindo um
aumento na geracao de NETose (Mahajan et al., 2016; Gul et al., 2018).

Partindo do pressuposto de que existe uma assinatura de IFN-I nos pacientes
ENH, numa etapa seguinte deste trabalho nos perguntamos, baseado nos dados
descritos acima, se o0 IFN-a poderia contribuir para as altas taxas de NETose
observadas em pacientes ENH. Nossos resultados revelaram que o IFN-a per se é
capaz de induzir NETose em neutrdfilos sadios, confirmando dados da literatura (Gul
et al., 2018). Contudo IFN-a ndo parece potencializar a inducédo da geracédo de NETs
pelo M. leprae sonicado in vitro em neutréfilos de individuos sadios. Novos
experimentos utilizando neutrdfilos isolados de pacientes LL/BL e ENH seréao
realizados para uma melhor definicdo do papel de IFN-I na NETose observada durante
a reacéao.

Recentemente foi demonstrado o aumento na frequéncia de células T

CD8*/TNF" de memoéria efetora no ENH comparado com pacientes multibacilares
LL/BL. E também foi visto a frequéncia reduzida de células T CD4 e CD8" produtoras

de IFN-y. Esses dados sugerem que as células T CD8*/TNF' de memodria efetora séo

as principais responsaveis pela alteracdo transitoria na resposta imune ao M.
leprae em pacientes com ENH (Silva et al., 2019). Esses dados corroboram com um

trabalho anterior que também demonstrou o aumento da ativacdo de células T em
pacientes com ENH e aumento da porcentagem média de células T CD8" em

pacientes ENH (Negera et al., 2017).
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O IFN-I pode ter um papel importante durante respostas de células T descritas
durante o ENH. Diversos trabalhos demonstram um papel relevante do IFN-I em
infecgBes virais, podendo ter efeitos inibitorios e estimulatérios da sobrevivéncia e
proliferacéo de células T, além de modular a producéo de citocinas por células T. Por
exemplo, o IFN-I pode promover sinais que inibem o crescimento de células T CD8".
Por outro lado, nas células T CD8* ativadas durante a infec¢cdo pelo virus da
coriomeningite linfocitica (LCMV) e virus da estomatite vesicular (VSV), o IFN-I
também pode promover a sobrevivéncia e expanséao clonal da célula T CD8*. Uma
possivel explicacdo para esses resultados opostos esta na sinalizacéo diferencial do
STAT downstream do IFNAR, porgue na auséncia do STAT1 em células T, o IFN-I
fornece sinais pré-sobrevivéncia e mitogénicos possivelmente através de STAT3 e
STATS, em vez de sinais anti-proliferativos através do STAT1 (McNab et al., 2015). A
ativagcdo excessiva de células T tem sido descrita em muitos estudos gerando dano
tecidual em diversas doencgas inflamatérias. Dessa forma ndo se pode descartar um
papel para o IFN-I como agente importante na inducéo das células T durante o ENH,
sendo necessario um estudo mais profundo para esclarecer tais questionamentos
(Negera et al., 2017).

Concluindo, nossos dados sugerem que o IFN-a é regulado positivamente
durante o ENH, e que a talidomida exerce um efeito sobre essa via, favorecendo a
remissado dos sintomas. NOs acreditamos que a ativacdo de TLR-9 pelo complexo
DNA-HIp micobacteriano e por DNA enddgeno (proveniente por exemplo de
neutrofilos que sofreram NETose e ora complexado a histonas ou formando
imunocomplexos com autoanticorpos) seja uma via majoritaria na inducéo de IFN-I e
outras citocinas inflamatérias durante o ENH. O incremento de IFN-I e citocinas
inflamatorias, por sua vez, aumentaria as taxas de NETose provocando um aumento
na liberacdo de auto-antigenos. O IFN-I tem diversos efeitos sobre as células do
sistema imune, como promover a sobrevivéncia, ativacao e diferenciacao de células
B autorreativas em plasmdcitos produtores de autoanticorpos. Estes anticorpos
formariam imunocomplexos com o DNA e proteinas das NETs, que por sua vez
ativariam pDC a produzir mais IFN-a amplificando, assim, o processo inflamatério.

Devido ao seu papel na patogénese de doencas inflamatdrias cronicas e
autoimunes, o bloqueio da via do IFN-I vem sendo considerado um alvo atraente para
uso terapéutico. Algumas abordagens terapéuticas para inibir a acdo do IFN-I ja estdo

em andamento e sendo testadas em ensaios clinicos. Existem terapias baseadas no
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bloqueio do receptor do IFN-I, outras que bloqueiam diretamente o IFN-a, além de
algumas que blogueiam a via Tyk2-JAK1 que leva a transcri¢do de ISGs. Além disso,
a pDC, a principal produtora de IFN-I, também € alvo de estudo. J& foi visto que a
diminuicdo de pDCs usando BIIB059, um anticorpo monoclonal humanizado que se
liga ao receptor de pDC BDCA2, levou a reducéo de sinais de IFN-I. Ainda existem
terapias que tem como alvo os receptores sensores de &cido nucleico, como TLR-7/9,
impedindo a producéo de IFN-I. Essas terapias podem ter beneficios, mas ainda estao
em avaliagédo (revisto por Barrat & Su, 2019). Baseado nos resultados do nosso
estudo, é valido pensar que alguma dessas novas abordagens poderiam ter um efeito

benéfico em pacientes com ENH, melhorando os sintomas e progressao da doenca.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, n6s concluimos que:

H
1

A expresséo de genes induzidos por IFN-I1 em lesédo cutanea de pacientes ENH
mostrou-se elevada quando comparada com pacientes multibacilares LL/BL.

A expressao da proteina MX1 em lesdes cutaneas foi semelhante em pacientes

multibacilares néo reacionais ou em reacao.

ApOs 7 dias do inicio do tratamento com a talidomida, os niveis de transcrigdo
de genes induzidos por IFN-I e niveis da proteina MX1 foram reduzidos em

lesdes cutaneas de pacientes ENH.

Os niveis da proteina MX1 em lesdo cutanea de pacientes LL/BL que até o
presente momento ndo desenvolveram o ENH e de pacientes LL/BL que

desenvolveram o ENH durante o acompanhamento foram semelhantes.

A presenca do IFN-a foi observada em lesdes cutédneas de pacientes
multibacilares LL/BL e ENH, e o tratamento com a talidomida causou uma

diminuicdo acentuada desta citocina.

Os niveis de mMRNA de genes induzidos por IFN-I em sangue total de pacientes
ENH se mostraram elevados quando comparados com pacientes multibacilares
LL/BL.

Apbs 7 dias do inicio do tratamento com a talidomida, os niveis de transcricdo
de genes induzidos por IFN-I foram muito heterogéneos no sangue, sugerindo
gue possivelmente o periodo observado no estudo nédo foi suficiente para a

deteccdo de um efeito sistémico do farmaco.

O IFN-I ndo foi detectado no soro de pacientes multibacilares LL/BL, ENH e

ENH apds 7 dias do inicio do tratamento com a talidomida.
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9- O IFN-I foi capaz de induzir NETose em neutroéfilos de individuos sadios in vitro.
Contudo, o IFN-I ndo teve um efeito significativo em potencializar a NETose
induzida pelo M. leprae nas condi¢des testadas.

Concluindo, nossos dados sugerem que o IFN-a é regulado positivamente durante o
ENH, e que o tratamento com a talidomida bloqueia esta via, possivelmente
favorecendo a remissédo dos sintomas. Atualmente existem terapias farmacoldgicas
baseadas no bloqueio do IFN-a em aprimoramento que futuramente, apés alguns
ensaios para confirmar o papel do IFN-a durante o ENH, poderéo ser alternativas
benéficas para o manejo de pacientes ENH.
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8.1 Ficha da escala de severidade do ENH

Iltem Edema Estenséao Numero de Febre Sinais sistémicos:
periférico das lesfes lesdes Mal-estar
cutaneas cutaneas Cefaleia
Queixas nasais
Queixas visuais
Mialgia
Dor testicular
Dor 6ssea
Dor neural
Alteracdo da
sensibilidade
Fragueza muscular
Perda de peso
Artralgia
Parestesia
Adenomegalia
0 Ausente 0 0 Ausente Ausente
37.5°Cou <
1 1 sitio nas 1-2 regides 1-10 Sem febre no 1
maos, pé ou momento, mas
face relata febre
nos ultimos 7
dias
2 2 sitios 3-4 regibes 11-20 37.6-38.5°C 2
3 Todos os 5-7 regibes 21 ou > 38.6°C ou > 3o0u>
sitios (mé&os,
pés e face)
Escore

78




	Kahawita IP, & Lockwood DN. Towards understanding the pathology of erythema nodosum leprosum. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2008. 102(4):329-37.
	Kahawita IP, Walker SL, Lockwood DNJ. Leprosy type 1 reactions and erythema nodosum leprosum. An. Bras. Dermatol. 2008.  vol.83 no.1.

	Lastória JC, & Abreu MAMM. Leprosy: review of the epidemiological, clinical, and etiopathogenic aspects - Part 1. An Bras Dermatol 2014. 89(2): 205–218.

