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RESUMO

Avaliagao dos marcadores fenotipicos e funcionais da reagao reversa na

hanseniase.

Na hanseniase, a reagéo reversa (RR) é considerada um fenédmeno de reativagdo imune, no
qual uma resposta inflamatéria abrupta se inicia, comprometendo a pele e 0s nervos periféricos.
A RR ocorre ao longo do espectro da hanseniase, sendo descrita, inclusive, nas formas
anérgicas lepromatosas (LL) subpolares. E sugerido que nas formas reacionais, células imunes
da pele como macréfagos e células dendriticas, se tornam ativadas espontaneamente e iniciam
uma resposta imune contra componentes do Mycobacterium leprae (ML), o que levaria a quebra
da imunossupressao pré-existente. O objetivo desse estudo é caracterizar as populagdes
celulares que constituem as lesdes de pele L-lep (BL e LL) antes e no inicio da RR, assim como,
determinar a programacgdo genética envolvida na quebra da anergia tecidual nesse grupo
durante esse episodio. O inicio da RR altera drasticamente a organizagao e morfologia da lesdo
L-lep, levando ao aparecimento de novas estruturas e tipos celulares, como células epitelioides,
granulomas e uma grande diversidade fenotipica de macréfagos e células dendriticas. O
marcador de células dendriticas plasmocitoides, CD123, foi mais expresso em lesdes de pele RR
do que no tecido nao reacional, com a populagdo CD123* exibindo tanto marcadores fenotipicos
de macrofagos quanto de células dendriticas. Por sua vez, o ML pdde induzir a expressao dessa
molécula in vitro. A andlise de express@o génica mostrou um aumento dos niveis de RNA
mensageiro da interleucina-3 (IL-3), fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF), fator
estimulador de colénias de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF), fator de necrose tumoral-a
(TNFa), interferon-y (IFN-y), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), interleucina-15 (IL-15), receptor
de vitamina D (VDR), quimiocina CXCL10 e receptor Toll-like 2 (TLR2) nas lesées RR quando
em comparagao com o grupo L-lep. Em sintese, nosso estudo demonstrou que o microambiente
da les@o RR favorece a diferenciacédo e plasticidade celular, além de exibir uma variedade de
populacdes mielomonociticas, destacando o papel das células CD123* e de um eixo de ativagéo
dependente de IL-3 durante a RR.

Palavras-chaves: Reagdo Reversa; hanseniase, CD123; IL-3; macréfago; células
dendriticas.
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ABSTRACT

Evaluation of phenotypic and functional markers in leprosy's type 1 reaction.

In leprosy, type 1 reaction (T1R) is considered a Th1 immune reactivation in which a sudden
inflammatory response takes place that compromises the skin and peripheral nerves. T1R occurs
across the leprosy clinical spectrum and has even been described in the anergic subpolar
lepromatous (LL) forms. It is hypothesized that in the T1R forms, skin immune cells such as
macrophages and dendritic cells (DCs) become activated, which in turn could initiate a local
innate immune response against the existing Mycobacterium leprae (ML) components,
overwhelming the predominant immunosuppressive state. The aim of the present study is to
characterize the skin cellular populations that constitute the BL and LL (L-lep) skin lesion before
and during the T1R episode, as well as to determine the gene programming involved in the
disruption of the tissue immunosuppression brought about by this phenomenon. The outset of
T1R drastically alters the morphological landscape of the LL skin lesion, leading to the
appearance of new structures and cell types such as epithelioid granulomas and a wide variety of
macrophagic and DC phenotypes. The plasmacytoid DC marker, CD123, was more intensely
expressed in T1R skin lesions than in non-reactional tissue, with CD123* cells exhibiting both
macrophagic and DC phenotypic markers. In turn, ML, but not TNF-a, was able to increase
CD123 expression while gene expression analyses demonstrated /L-3, M-CSF, GM-CSF, TNFa,
IFN-y, IDO, IL-15, VDR, CXCL10, and TLR2 upregulation in the T1R lesions in comparison to the
non-reactional group. In summary, our study showed that the T1R lesion environment favors cell
differentiation and plasticity in addition to displaying a high diversity of myelomonocytic
populations and highlighting the role of CD123* cells and the IL-3 axis during the progression of
T1R.

Key words: Type 1 reaction; leprosy, CD123; IL-3; macrophages; dendritic cells.
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l. INTRODUGCAO

1. HANSENIASE
1.1 Caracteristicas Gerais

A hanseniase, também conhecida como lepra, € uma doenga infecciosa cronica
caracterizada por lesdes cutaneas e pelo acometimento dos nervos periféricos, podendo resultar
em problemas motores e sensoriais graves, e levar, assim, ao desenvolvimento de deformidades
e deficiéncias permanentes (Hussain, 2007; Britton & Lockwood, 2004). Seu agente etioldgico &
o0 bacilo Mycobacterium leprae (ML), um parasita intracelular obrigatério, que tem como nicho

preferencial os macréfagos e células de Schwann (Stoner, 1979; Shimoji et al., 1999)

A doenca apresenta um periodo de incubagéo longo, em média de 3 a 10 anos (Britton
& Lockwood, 2004). O contagio conhecido ocorre de pessoa a pessoa através do convivio de
doentes n&o tratados que apresentam alta carga bacilar (multibacilares) e pessoas suscetiveis.
O mecanismo preciso de transmiss@o da hanseniase ainda ndo foi completamente elucidado,
mas admite-se que o contato com o ML ocorra através das vias aéreas superiores, seguida da
disperséo sanguinea para a pele e nervos. Entretanto, a possibilidade de transmissao por
contato direto com lesdes cutaneas de doentes néo tratados, néo deve ser descartada (Gallo et
al., 2005; WHO, 2012; Spierings et al., 2000; Eichelmann et al., 2013).

Evidéncias histéricas apontam para o leste da Africa e Oriente, em particular a india,
como local de origem da hanseniase, que parece ter sido disseminada para o resto do mundo
através das sucessivas migragdes humanas que ocorreram a partir do século IV a.C (Monot et
al., 2005; Robbins et al., 2009).

1.2 Epidemiologia

Apesar de a hanseniase ter sido uma doenga distribuida pelos continentes da Europa e
Asia, atualmente concentra-se em paises em desenvolvimento situados em regides tropicais e
temperadas, como India, Brasil, Republica Democratica do Congo, Replblica Unida da
Tanzania, Nepal, Mogambique, Madagascar, Timor Leste e Republica Central Africana (Walker
et al., 2007; Britton & Lockwood, 2004) (Figura 1).

Recentemente a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) adotou uma estratégia baseada
no diagndstico precoce e no tratamento com a poliquimioterapia para reduzir a prevaléncia da
hanseniase, com compromisso de manter as iniciativas de controle entre o periodo de 2011 e

2015, priorizando a cobertura de populagdes carentes em areas de dificil acesso. A prevaléncia
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global observada no inicio de 2012 foi de 181.941 casos, sendo detectados 224.365 novos casos
(WHO, 2012). Ja em 2013, a prevaléncia global registrada no primeiro bimestre foi de 189.018
casos da doenca, sendo detectados 232.857 novos casos nos 115 dos paises investigados, com

a grande maioria concentrada no sudoeste da Asia (WHO, 2013).

Em 2011, o Brasil detectou 33.955 casos novos de hanseniase, dos quais, 2.420 eram
menores de 15 anos e, apresentou um coeficiente de detecgdo desse grupo etario de 5,2 por
100 mil habitantes (WHO, 2012). O Ministério da Saude considera o coeficiente de detecgao em
menores de 15 anos como principal indicador para o monitoramento de endemia, sendo
hiperendémica a regido Norte do pais. Apesar da importante redugdo do coeficiente de
prevaléncia da doenca, de 4,71 em 2000 para 1,54 para cada 10 mil habitantes em 2011,
algumas regides demandam intensificacdo das agdes para eliminagdo da doenga. Dados
recentes do Ministério da Saude mostram que a taxa de prevaléncia de hanseniase no Brasil
caiu 65% nos ultimos 10 anos, passando de 4,33 por 10 mil habitantes, em 2002, para 1,51 em
2012 (Secretaria de Saude do Rio de Janeiro, 2013).

Segundo dados de 2012, o estado do Rio de Janeiro apresentou 1.522 casos novos,
sendo 79 deles detectados em menores de 15 anos. No mesmo periodo, foram diagnosticadas
135 pessoas ja com incapacidades fisicas mais severas, muitas vezes necessitando de
procedimentos fisioterapicos de maior complexidade ou intervengéo cirlrgica (Secretaria de
Saude do Rio de Janeiro, 2013).



Taxas de Prevaléncia de Hanseniase, dados notificados 4 OMS até janeiro de 2011
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Figura 1: Prevaléncia da hanseniase no mundo em 2011. Fonte: Adaptado de Organizagéo
Mundial de Saude, 2012.

1.3 Agente etioldgico

Descoberto em 1873, por Armauer Hansen em fragmentos de pele, o ML foi o primeiro
agente etioldgico de uma doenca humana a ser identificado. E um bacilo imével, ndo formador
de esporos e que se multiplica por diviséo binaria (Scollard et al., 2006). Apresenta-se sob a
forma de um bastonete ligeiramente curvado (Figura 2), podendo ser encontrado também em
grupos denominados “globias”, onde varios bacilos interagem entre si através de uma substancia

chamada de “gléia” (Hussain, 2007).

Figura 2: Morfologia do Mycobacterium leprae. (A) ML corado em vermelho pelo método de Fite-
Faraco. (B) Suspensdo de ML derivada de pata de camundongo nude visualizada por microscopia
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eletronica de varredura. (C) Caracteristicas internas do ML s&o observadas na se¢&o ultrafina do bacilo
por microscopia eletrénica de transmissao (Fonte: adaptado de Scollard et al., 2006).

Sua parede celular consiste de uma camada de peptideoglicanos composta de cadeias
de N-acetilglicosaminas e N-glicosilmuramico dispostas alternadamente, e que por meio de
moléculas de arabinogalactano, se liga a uma camada de galactano. A essa camada ancoram-se
moléculas de arabinano, formando assim um arranjo que concede a essa por¢ao da parede
celular uma propriedade elétron-densa. Acopladas ao arabinano, estdo moléculas de acidos
micélicos, que juntamente com glicolipidios fenolicos (PGLs) constituem a zona elétron-
transparente da parede da micobactéria (Figura 3) (Scollard et al., 2006; Brennan & Nikaido,
1995).

PDIM

Capsula

Pseudo Bicamada
Externa

Zona Elétron

Transparente

Regiio Central da -
Parede Celular Arabiane

Zona Elétron
Densa

Maasiben Pladsiiiic { IO A0
e

Figura 3: Modelo esquematico do envelope celular do Mycobacterium leprae. A membrana
plasmatica é envolvida pela parede celular formada de peptideoglicanos ligados covalentemente a
galactanos por uma ponte de arabinogalactanos (AG). Ligados a camada de galactano estdo moléculas
de arabinano, aos quais acidos micolicos estdo acoplados, formando a por¢éo interna de uma bicamada
pseudolipidica. A porcdo externa dessa bicama é constituida por monomicilatos de trealose (TMM),
acidos micocerosoicos de dimicocerosatos de fitiocerol (PDIMs) e glicolipidios fendlicos (PGLs). A
capsula provavelmente composta de PGLs e PDIMs envolve a bactéria. Lipomanan (LM) e
lipoarabinomanan (LAM) s&o observados tanto ancorados @ membrana plasmatica quanto na constituigo
da capsula (Fonte: adaptado de Scollard et al., 2006).

A abundancia de moléculas lipidicas como acidos micélicos e os PGLs faz com que o
ML seja considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), pois resiste a descoloragao por

solventes organicos acidificados quando submetido a coloragdo por corantes basicos (Rees,
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1985; Brennan & Nikaido, 1995). Essa micobactéria € também considerada Gram-positiva,

apesar de ndo ser bem corada por esse método (Rees, 1985).

O ML apresenta um genoma de aproximadamente 3,3 Mb, onde apenas 49,5%
correspondem a genes funcionais, ou seja, cerca de 1.604 seqléncias codificantes de proteinas
e 1.116 pseudogenes (Cole et al., 2001). Ao comparar seu genoma com o de outras
micobactérias, como M. tuberculosis, pode-se observar que o ML sofreu ao longo do tempo um
processo de evolugao redutiva, que envolveu a perda de certas fungdes e de seus respectivos
genes, resultando no encolhimento do genoma. S&o sugeridas diversas causas para a
ocorréncia desse fenémeno, inclusive as alteragdes de nichos sofridas por esses organismos
como, por exemplo: (1) a mudanga de uma vida livre para uma vida intracelular ou estritamente
associada a um hospedeiro, (2) mudanga de variados hospedeiros para um hospedeiro
especifico, ou até mesmo, (3) de variados tecidos para um tecido especifico do seu hospedeiro
(Gomez-Valero et al., 2007).

O ML apresenta um tempo de geragdo de aproximadamente 14 dias, tendo sido
frustradas todas as tentativas de cultiva-lo in vitro até o momento. E provavel que os efeitos
combinados da delecdo génica e de mutagdes ocorridas em regides do genoma envolvidas no
metabolismo, regulacéo, reparo de DNA, entre outras, seriam as causas do insucesso do cultivo
in vitro desse bacilo (Vissa & Brennan, 2001). Além dos aspectos genéticos, o crescimento do
ML também € determinado pela temperatura do ambiente onde se encontra, j& que 0 mesmo tem
dificuldade de se multiplicar na temperatura corporal de 37°C. Sua taxa 6tima de crescimento
ocorre na faixa de 27°C a 30°C, o que explica o seu tropismo por areas mais frias do corpo
humano, como a pele, nervos e trato respiratorio (Shepard, 1965; Hastings et al., 1968; Desikan,
1977).

Portanto, o cultivo do ML é feito in vivo e estd restrito a alguns modelos animais,
incluindo o tatu e camundongos (Truman, 2005), o que dificulta seu estudo e limita a quantidade
de informagdes disponiveis sobre esse bacilo, quando comparado as outras micobactérias. Com
excegao dos animais ja citados e alguns primatas, 0s seres humanos séo os Unicos reservatérios
de infeccdo do ML (Spierings et al., 2000). Acredita-se que mais de 90% da populacéo seja
resistente a infecgdo pelo ML e ndo apresente sintomas clinicamente detectaveis (Godal et al.
1972). Uma minoria desses individuos infectados, cerca de 5%, desenvolve as diferentes formas
clinicas da doenca de acordo com o tipo de resposta imunologica aos antigenos do patdgeno e
de caracteristicas genéticas do individuo. Essas diferengas na resposta imunolégica ao ML



justificam o amplo espectro clinico de apresentagéo da doenga (Souza, 1997; Margoles et al.,
2011).

1.4 Aspectos clinicos e Classificagao

Em 500 a.C. o Sushruta Samhita, um livro médico indiano, reconhecia duas formas
fundamentais da hanseniase: uma caracterizada por fenémenos neurologicos e outra onde
predominavam deformidades e ulceragdes cutdneas. Com uma maior compreensao da doenca,
essa classificagdo tornou-se cada vez mais complexa, sendo ainda hoje motivo de discusséo
entre os profissionais da area. Entre os meados do século XIX até fim do século XX foram feitos
avangos consideraveis nesse campo e atualmente existem trés sistemas principais de
classificagdo da hanseniase adotados pelos profissionais de saude: o sistema de Madri, o de
Ridley & Jopling e 0 da OMS.

Em 1953 foi realizado o IV Congresso Internacional de Hanseniase, no qual profissionais
da area dividiram a hanseniase em: forma indeterminada, tuberculoide, dimorfa e virchoviana. As
formas indeterminada e tuberculoide sdo identificadas através da baciloscopia negativa no
esfregaco cutaneo. As manifestagcbes mais frequentes da forma indeterminada séo a presencga
de areas de hipo ou anestesia, parestesias, manchas hipocrémicas e/ou eritemo-hipocrémicas,
com ou sem diminui¢do da sudorese e rarefagdo de pelos. Ja a forma tuberculoide apresenta
placas eritematosas, eritemato-hipocromicas, com até 5 lesdes de pele bem delimitadas, hipo ou

anestésicas, podendo ocorrer comprometimento de nervos (Basombrio et al., 1953).

Os quadros dimorfa e virchoviano, por sua vez, séo detectados pela presenca de BAAR
nos esfregacos de linfa cutanea. A forma dimorfa engloba lesdes pré-foveolares (eritematosas
planas com o centro claro) ou lesdes foveolares (eritematopigmentares de tonalidade ferruginosa
ou pardacenta), apresentando alteragdes de sensibilidade. J& os pacientes virchovianos exibem
eritema e infiltracdo difusos, placas eritematosas de pele infiltradas e de bordas mal definidas,
além de tubérculos e nddulos, madarose e lesdes das mucosas com alteragéo de sensibilidade
(Basombrio et al., 1953).

O sistema de Ridley & Jopling concebido em 1966, considera caracteristicas
histopatolégicas e clinicas, assim como a carga bacteriana e variagdes na resposta imunologica
dos pacientes, para definir o espectro clinico observado na hanseniase. Segundo essa
classificagdo, podemos distinguir os polos tuberculoide-tuberculoide (TT) e lepromatoso-
lepromatoso (LL), além das formas intermedirias denominadas borderline-tuberculoide (BT),
borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL). Os individuos que ndo se encaixam
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nesses perfis, ou seja, que apresentam uma resposta insuficientemente diferenciada para
permitir sua classificacdo séo denominados de indeterminados, e podem ao longo da doenca
evoluir para qualquer uma das formas mencionadas anteriormente ou até atingir a cura
espontanea (Ridley & Jopling, 1966; Goulart et al., 2002) (Figura 4).

O teste de Mitsuda é uma reacédo de hipersensibilidade do tipo IV usada como medida
padrdo da imunidade mediada por células ao ML. Esse teste é realizado pela aplicagédo de uma
injecao intradérmica contendo uma suspensé@o de bacilos mortos por calor que leva a uma
reacdo cutanea, medida apos 21—28 dias. Segundo as deliberagdes feitas no IV Congresso
Internacional de Hanseniase, o teste de Mitsuda é considerado negativo quando ha auséncia de
resposta clinica, e positivo quando surge uma infiltragdo, papula ou nédulo com mais de 3 mm

de didmetro (Congresso Internacional de Leprologia, 1953).

O teste de Mitsuda € positivo em pacientes TT, pois estes desenvolvem uma vigorosa
resposta celular, apresentando poucos bacilos e lesbes limitadas. O teste é negativo nos
pacientes LL, j& que os mesmos apresentam extrema suscetibilidade ao ML, cuja proliferagéo

disseminada resulta em lesdes de pele difusamente distribuidas (Scollard et al., 2006).

As formas intermediarias ou borderline sdo extremamente instaveis, ocorrendo uma
progressiva redugao da resposta imune celular entre o grupo de maior resisténcia, o borderline-
tuberculoide (BT), e o de menor resisténcia, o borderline-lepromatoso (BL). Os valores do teste
de Mitsuda nesse grupo variam de acordo com o nivel de resposta imune do paciente (Britton &
Lockwood, 2004; Goulart et al., 2002) (Figura 4).

Pacientes hansénicos podem, além dos sintomas classicos, desenvolver estados
reacionais, ou seja, manifestacdes clinicas resultantes de alteragdes no balango imunolégico
frente ao ML. Esses episodios podem ocorrer durante o curso natural da doenga, durante o
tratamento, ou até mesmo quando o individuo € considerado curado. Essas reagbes sdo
classificadas de acordo com Ridley & Jopling, em reagéo do tipo 1 ou reacéo reversa (RR) e
reacao do tipo 2 ou eritema nodoso hansénico ou leproso (ENH ou ENL), e sdo a principal causa

de morbidade e de danos permanentes ao nervo periférico (Ridley & Jopling, 1966) (Figura 4).
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Figura 4: Espectro de formas clinicas da hanseniase segundo Ridley & Jopling. A
classificacdo de Ridley & Jopling divide a hanseniase em um amplo espectro clinico que abrange dois
polos opostos e suas formas intermediarias. O polo TT engloba individuos capazes de controlar a
proliferacdo e disseminagdo do bacilo, através de uma eficiente resposta mediada por células. Ja os
individuos do polo LL, por exibir uma resposta essencialmente humoral, com um perfil Th2, néo
conseguem eliminar nem controlar o bacilo. As formas borderline sao distribuidas ao longo do espectro
de acordo com as semelhangas aos dois polos, entretanto a instabilidade imunolégica caracteristica
desses pacientes pode levar a evolugao para outras formas do espectro. Os quadros reacionais descritos
por esse sistema s&o a reagao reversa e o eritema nodoso leproso, que sdo resultantes de alteracdes
abruptas da resposta imune frente ao ML (Fonte: Adaptado de Misch et al., 2010).

O sistema de classificagdo da OMS é mais simples e Util em locais onde néo ha recursos
para obtencdo das informagdes adotadas pela classificagao de Ridley & Jopling. Nesse caso, as
formas TT e BT sdo consideradas paucibacilares e as BB, BL e LL sdo classificadas como
multibacilares por apresentarem uma alta carga parasitaria. Apesar de pacientes com uma unica
lesdo cutanea serem classificados como paucibacilares, esse grupo é definido oficialmente pela
presenca de < 5 lesdes, enquanto que o grupo multibacilar é caracterizado pela presenga de = 6
lesdes (WHO, 2012; Hussain, 2007).
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Apesar desse sistema de classificagao ser Util e pratico em situagdes onde ha caréncia
de outras ferramentas de diagnéstico, ele € passivel de erros que podem resultar na escolha
incorreta de tratamento dos pacientes. Uma comparagéo feita entre essa classificagéo e a de
Ridley & Jopling na india demonstrou que aproximadamente 60% dos pacientes classificados
como BT foram inseridos no grupo de multibacilares, e foram, portanto, tratados
inadequadamente, recebendo uma quantidade maior de medicagao, por um periodo maior que o

necessario (Van Brakel et al., 2005).

Portanto, é aconselhavel que centros de referéncia utilizem ambos os sistemas de
classificagdo, a fim de se obter um diagndstico confiavel. A classificagdo da OMS ¢é
extremamente Util para uma avaliagdo inicial e direcionamento do atendimento. Entretanto, no
contexto da pesquisa clinica, € indicada a adogdo do sistema de Ridley & Jopling, pois este
fornece uma compreens@o melhor da patologia da doenca, do prognéstico e fatores de riscos

para possiveis complicagdes (Lockwood et al., 2007).

1.5 Tratamento

Na década de 40 do século XX, observou-se que o antibiético dapsona, potente inibidor
da enzima dihidropteroato sintase envolvida no metabolismo do acido folico, interrompia o
progresso dos sintomas da hanseniase (Hussain et al., 2007). Entretanto, na década de 60 se
iniciou um fendbmeno generalizado de resisténcia a essa droga, reduzindo sua eficacia no
tratamento da doenca. Posteriormente, a administragcao de dapsona foi acoplada aos antibiéticos
rifampicina e clofazimina, estabelecendo, entdo, a chamada polioquimioterapia (PQT) que
constitui, atualmente, a estratégia mais eficaz de combate a infeccdo pelo ML (Britton &
Lockwood, 2004; WHO, 2012).

Desde 1995, a OMS disponibiliza o tratamento gratuitamente para todos os pacientes
com hanseniase nos paises endémicos, inicialmente através do fundo para drogas da Fundagéo
Nippon e, desde o ano 2000, através da doacdo da Novartis e da Fundagdo Novartis para o

Desenvolvimento Sustentavel (WHO, 2012).

A poliquimioterapia € um tratamento simples e altamente efetivo, que pode ser
empregado na cura de todas as formas clinicas da hanseniase. A rifampicina é a droga mais
importante no tratamento da hanseniase, e por isso é incluida na terapia de todas as formas
clinicas. E adotado um regime de 12 doses de uma combinagéo de rifampicina, clofazimina e
dapsona para os pacientes multibacilares que deve ser administrada ao longo de um periodo de

no maximo 18 meses. Os pacientes paucibacilares devem seguir um tratamento de 6 doses de



10

rifampicina e dapsona que devem ser administradas ao longo de um periodo de no maximo 9
meses. A alta dos pacientes esta condicionada ao cumprimento do tratamento de acordo com as
diretrizes da OMS no espago de tempo determinado para cada grupo (Ministério da Saude,
2009; WHO, 2012).

1.6 Imunopatogénese

A interacdo entre o0 ML e o sistema imune do hospedeiro determina néo s6 o curso da
infeccdo, como também a forma de manifestagdo da hanseniase. Ao longo do espectro de
formas clinicas da doenga podemos observar claramente o paradigma imunologico Th1 x Th2, e
correlaciona-lo diretamente com os sintomas desenvolvidos pelo paciente. Atualmente, é
amplamente aceito que fatores genéticos ligados a resposta imune determinam ndo s6 se os
individuos expostos ao ML desenvolverdo hanseniase, mas também se 0s mesmos serdo
acometidos pelas formas clinicas mais resistentes ou suscetiveis ao bacilo (Misch et al., 2010;
Pinheiro et al., 2011).

Apesar das imunidades celular e humoral estarem simultaneamente ativadas na
hanseniase, o componente celular assume uma maior participa¢do na eliminagdo do bacilo, ja
que o ML é um patogeno intracelular (Sehgal, 1989). As formas clinicas do polo TT (TT e BT)
sao consideradas mais resistentes, pois agrupam individuos capazes de organizar uma resposta
mediada por células eficiente que culmina no controle da carga bacilar (Britton & Lockwood,
2004). Esses pacientes exibem lesdes cutdneas com infiltrado granulomatoso formado por
células epitelioides circundadas por um halo linfocitario. Devido ao controle imune eficaz, a
existéncia de BAAR nas lesdes ¢ rara. Nessas formas, a presenca de filetes nervosos na derme
€ escassa, ja que a destruigdo dessas estruturas € um fendmeno frequente nesses pacientes
(Gallo et al., 2005) (Figura 5).

As formas LL apresentam uma imunidade celular inoperante, exibindo uma anergia
celular especifica contra o ML (Ottenhoff, 1994). Deste modo, esses individuos s&o permissivos
a sobrevivéncia e multiplicacdo do bacilo, exibindo lesdes cuténeas repletas de macréfagos
parasitados com aspecto vacuolado, devido ao intenso armazenamento de lipidios (Gallo et al.,
2005; Goulart et al., 2002). Uma grande quantidade de bacilos é observada nessas lesdes, €
pelo fato, do dano nervoso ocorrer mais lentamente nessas formas, € possivel visualizar um

maior numero de filetes nervosos dérmicos do que no polo TT (Gallo et al., 2005) (Figura 5).
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1.6.1 Imunidade inata

A natureza da resposta imune adaptativa, e, portanto, as consequéncias de uma
infeccdo, sdo determinadas pelo carater da resposta imune inata. As células da imunidade inata
sdo equipadas com um amplo repertério de receptores de reconhecimento de padrées (em
inglés PRRs) que, por sua vez, reconhecem padrées moleculares associados a patégenos (em
inglés PAMPs), sendo estes compartilhados por diversas classes de microrganismos (Modlin,
2010).

Uma importante classe de PRRs responsavel pelo reconhecimento de lipoproteinas
micobacterianas sdo os receptores do tipo Toll (em inglés TLR), que se encontram na superficie
de células apresentadoras de antigeno (em inglés APC), como mondcitos e macrofagos
(Brightbill et al., 1999). O reconhecimento do ML parece ocorrer, principalmente, através do
heterodimero TLR2/1, que apds a ativacao, leva a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos e
células dendriticas, desencadeando também a producdo de TNF-a e IL-12, ambas importantes
para indugao de uma resposta Th1. Além disso, a ativagdo de TLR2/1 induz a expressdo de GM-
CSF e seu receptor, causando a expansao de populagdes de células dendriticas, além de IL-15
e seu receptor, 0 que provoca a diferenciagdo de macrofagos (Krutzik et al., 2003; 2005;
Montoya & Modlin, 2010). Analises imuno-histoquimicas revelaram que TLR1 e 2 s&o mais
expressos em macrofagos presentes nas lesdes de pacientes TT, quando comparados as lesdes
de pacientes LL, indicando um dos possiveis mecanismos que contribui para a anergia

observada neste polo (Krutzik et al., 2003) (Figura 5).

A proteina de revestimento que contém aspartato triptofano (em inglés, TACO ou
coronina-1) inibe a maturagdo de fagossomas, favorecendo assim o parasitismo intracelular.
Macrofagos parasitados por ML na leséo de pele de pacientes LL apresentam alta expressédo
dessa molécula, que pode diminuir a sinalizagdo via TLR2 (Suzuki et al., 2006). A ativagéo
desse receptor, por sua vez, suprime a expressdo de coronina-1 em macréfagos humanos
(Tanigawa et al., 2009; Montoya & Modlin, 2010) (Figura 5).

Outro grupo importante de PRRs é a familia de receptores do tipo NOD, que n&o sé
compartilham homologia com os TLRs, mas podem apresentar um dominio CARD, envolvido na
ativacdo de caspases (Correa et al., 2012). O NOD2 é um integrante dessa familia que medeia a
resposta a peptideoglicanos localizados na parede de micobactérias, reconhecendo
especificamente a por¢do de muramil dipeptideo (MDP) (Yang et al., 2007; Girardin et al., 2003).
A ativacdo de NOD2 pelo MDP leva a diferenciagdo de mondcitos em células dendriticas,

juntamente com a producgéo de IL-32. As lesdes de pele TT apresentam maior expresséo de IL-
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32 e NOD2 do que lesbes LL. Além disso, mondcitos de pacientes LL sdo naturalmente
resistentes a ativagdo de NOD2, e, portanto, ndo se diferenciam em populagdes de células
dendriticas produtoras de IL-32, como € observado nos mondcitos de individuos TT (Montoya &
Modlin, 2010; Schenk et al., 2012). Deste modo, NOD2 parece ser importante para resposta
imune contra o ML, ja que polimorfismos identificados no gene NOD2 esté&o associados com a

susceptibilidade a hanseniase (Berrington et al., 2010) (Figura 5).

Lesdes LL s&o caracterizadas por um marcante déficit de células dendriticas, tanto na
derme quanto na epiderme, 0 que pode ser um dos mecanismos que justifique a imunidade
celular inoperante desse polo (Sieling et al., 1999; Simoes et al., 2009; Miranda et al., 2007; Lee
et al., 2007). A diferenciagdo de precursores mieloides em células dendriticas pode ser inibida
por lipidios derivados do hospedeiro e pelo proprio ML, ambos encontrados em abundancia nas
lesdes LL (Lee et al., 2007; Cruz et al., 2008; Murray et al., 2007). A galectina 3 € uma proteina
que promove a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos, sendo expressa predominantemente
nesses tipos celulares. Ao contrario das lesdes TT, as lesdes cutédneas LL expressam altos
niveis de galectina 3, o que pode justificar a baixa frequéncia de células dendriticas nesse polo,
ja que a populagado de mondcitos pode estar sendo direcionada a se diferenciar em macréfagos

em vez de células dendriticas (Chung et al., 2013) (Figura 5).

De um ponto de vista histoldgico, as populagdes de macréfagos exibem alta diversidade
morfoldgica entre as formas clinicas da hanseniase. As lesdes de pele TT exibem macréfagos
com aspecto ativado, chamados também de células epitelioides, que se organizam em
granulomas. Ja nas lesbes LL residem macréfagos repletos de bacilos e lipidios, denominados
de células de Virchow (Virchow, 1863; Modlin, 2010). Portanto, pode-se sugerir que essas
diferengas refletem funcionalidades distintas dessas populagdes nos dois polos da doencga. Os
macroéfagos das lesdes TT exibem um perfil funcional microbicida dependente da via de vitamina
D, induzido pela citocina IL-15, que € altamente expressa nesses pacientes. Ja a populagao de
macrofagos LL, sob o efeito dos elevados niveis de IL-10 dessas lesdes, apresentam alta
capacidade fagocitica, captando elevada quantidade de bacilos e lipoproteinas oxidadas de
baixa densidade. Isso indica que as populacdes de macréfagos nos dois polos da doenca estdo
seguindo programas funcionais distintos, determinados pelo perfil de citocinas expresso nesses
grupos, o que reflete na capacidade do hospedeiro em conter a disseminacdo do bacilo
(Montoya et al., 2009) (Figura 5).

Provavelmente, devido a grande capacidade fagocitica dos macrofagos LL, ocorre um
amplo acumulo de fosfolipidios oxidados derivados do hospedeiro em lesdes desses pacientes,
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que exibem também uma alta expressao de genes relacionados ao metabolismo de lipidios,
cenario ndo observado nas lesdes TT (Cruz et al., 2008). Recentemente foi demonstrado que o
ML é capaz de induzir a formagédo de corpusculos lipidicos em macréfagos por um mecanismo
dependente de TLR6 e TLR2 (Mattos et al., 2011). Esses corpusculos lipidicos, por sua vez,
constituem sitios para a sintese de eicosanoides e podem ser reguladores criticos na subverséo

da resposta imune na hanseniase (Figura 5).

Uma evidéncia que reforca a existéncia desse mecanismo, é o fato das lesdes de
pacientes LL apresentarem maior expressao de ciclooxigenase 2 (COX-2) quando comparado as
lesdes de pacientes TT (Kiszewski et al., 2003). Isso explica a liberagdo de prostaglandina E»
(PGE2) por mondcitos de pacientes LL, mas n&o de pacientes TT (Misra et al., 1995). A PGE:
inibe a produgédo de IL-2 e também de IFN-y, citocinas em geral fracamente expressas nas
lesdes LL, mas importantes para geragao de uma resposta imune especifica (Misra et al., 1995;
Kiszewski et al., 2003) (Figura 5).

Apesar das diferengas funcionais observadas nas populagdes de macréfagos, o receptor
CD209 que medeia a fagocitose de diversos patdgenos, inclusive o0 ML, & expresso em niveis
similares nas lesdes cuténeas dos polos da hanseniase (Krutzik et al., 2005). Entretanto, esse
receptor tem um papel importante na fungéo de células dendriticas do polo LL, ja que é mais
expresso no sangue de pacientes BL e LL do que individuos BT. Nesses pacientes, o ML
interage com CD209 e ativa a via de NF-kB, levando a produgéo de IL-10, contribuindo assim

para o quadro imunossupressor dessas formas (Kumar et al., 2013a).

Outro mecanismo imunossupressor descrito na hanseniase esta relacionado a presenga
de microRNAs, que séo sequéncias curtas de RNAs néo codificantes envolvidos na regulacéo da
expressao génica de células eucariotas. O microRNA-21 é capaz de inibir a expressao de genes
da via antimicrobiana de vitamina D, diminuindo a expressdo de moléculas induzidas pela
ativacdo de TLRs. As lesdes cutaneas de LL apresentam maior express@o do microRNA-21 que
as lesdes de pacientes TT, o que parece ser mais um mecanismo, além da IL-10, que
impossibilita a progressdo de uma resposta microbicida nesses pacientes (Liu et al., 2012)
(Figura 5).

Na hanseniase, a apoptose é mais frequente em células de pacientes paucibacilares que
multibacilares, sugerindo que esse fendmeno seja um mecanismo empregado na contengéo da
multiplicagao bacilar (Hernandez et al., 2003; Walsh et al., 2004; Fulco et al., 2007). Dados do
nosso grupo indicam que o ML pode levar a apoptose de macréfagos humanos por um

mecanismo relacionado a expressdo de TNF-a. Sabe-se, também que sinais liberados por
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células apoptoticas podem direcionar a polarizagédo de macréfagos para um fenétipo alternativo
M2 (Ferracini et al., 2013). Nosso grupo também demonstrou recentemente que, na presenga do
ML, a fagocitose de células apoptdticas (eferocitose) induz a alteragdo do fendtipo de
macrofagos M1, para um fenotipo M2, com aumento da expressé@o de receptores scavenger,
como 0 CD163 e o SRA-I, das citocinas imunorregulatorias IL-10 e TGF-$ e a redugao de IL-15 e
IL-6. Ja os macréfagos M2 ndo apresentam alteragdo de fendtipo e fungéo frente a células
apoptoticas (de Oliveira Fulco et al., 2014). Isso indica que a eferocitose em pacientes
hansénicos é independente da forma clinica e pode levar a um aumento da populacdo de
macrofagos M2, auxiliando a persisténcia bacteriana nos individuos LL e contribuindo para

conter a inflamag&o no grupo TT.

Outro mecanismo empregado pelo ML que induz a anergia observada no polo LL é 0
aumento da expressao da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) em APCs. A IDO é uma
enzima catalisadora do aminoacido essencial triptofano, altamente expressa em lesdes de pele
LL em relagdo a pacientes TT. Dados do nosso grupo sugerem que induzindo a expressao
génica e atividade enzimatica de IDO, o bacilo desencadeie a anergia antigeno-especifica na
populacéo de células T, observada no polo LL. Além disso, essa enzima também atua inibindo o
estresse oxidativo, 0 mecanismo bactericida mais eficiente na eliminagdo do ML, inibindo a via
do 6xido nitrico através da ativagdo da heme oxigenase-1 (HO-1) (Sierra-Filardi et al., 2010; de
Souza Sales, et al., 2011) (Figura 5).

O CD163 foi inicialmente caracterizado como um receptor scavenger para hemoglobina,
mas estudos recentes tém demonstrado sua funcionalidade como receptor para bactérias,
inclusive para o ML, assim como seu importante papel na imunidade inata (Kristiansen et al.,
2001; Fabriek et al., 2009). Nosso grupo mostrou recentemente o aumento da expressao de
CD163 nas lesdes de pele LL quando comparados ao grupo TT (Moura et al., 2012). Além disso,
nosso grupo observou que a populagdo de macrofagos de lesbes de pele LL expressam mais
IDO, receptores scavenger CD163 e SRA-l, arginase-l e CD86, quando comparados aos
macroéfagos das lesées TT. O CD163 contribui ndo apenas para a internalizagdo do ML, como
também para sua sobrevivéncia, ao aumentar os estoques de ferro intracelular (de Souza Sales
etal., 2011; Moura et al., 2012; de Oliveira Fulco et al., 2014) (Figura 5).

Os interferons do tipo | ou IFNa/B, sdo essenciais para imunidade contra infecgdes virais,
mas parecem n&o ter um papel importante no contexto de patégenos bacterianos, como no caso
de Mycobacterium tuberculosis (Berry et al., 2010). Genes relacionados ao IFN-y séo mais
expressos nas lesdes de pele TT que no grupo LL, enquanto que IFN-B e moléculas associadas
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a esta via sdo expressos em altos niveis nos pacientes LL (Teles et al., 2013). A via
antimicrobiana de vitamina D é induzida por IFN-y e pode ser inibida por IL-10 e IFN-B, indicando
que ha uma relagéo inversa entre os interferons tipo | e Il que reflete na resposta observada nas
lesbes TT e LL (Teles et al., 2013) (Figura 5).

1.6.2 Imunidade adaptativa celular

Uma correlagéo inversa entre a imunidade celular e a resposta imune humoral é
observada nas formas clinicas da hanseniase. Verifica-se uma maior frequéncia de células T
CD8* nas lesdes de pele LL, enquanto que células T CD4+ predominam em lesdes TT. No polo
TT, a lesdo exibe uma razao populacional CD4/CD8 de 1,9/1 concentrada em sua maioria nos
granulomas, enquanto que as lesdes LL apresentam uma relagéo de 0,6/1 dessas populagdes
dispersadas entre os macréfagos espumosos. No entanto, ndo sdo observadas diferengas no
sangue desses grupos, pois ambos apresentam uma taxa CD4:CD8 de 2:1 (Modlin et al., 1983;
Modlin et al., 1986) (Figura 5).

Além disso, pacientes TT exibem uma taxa de células T de meméria:T naive de 1:1 no
sangue e 14:1 nas lesdes de peles, 0 que indica que a maioria da populagdo de linfocitos CD4+
nessas lesdes expressam fenotipo T de memoria (CD45R0+). Em contrapartida, nas lesdes LL a
metade das células T CD4* sdo células T naive. A maioria das células CD8* que infiltram as
lesdes LL é CD28—, indicando que apresentam um fenotipo supressor, enquanto que as células

de fendtipo T citotoxico (CD28*) predominam nas lesdes TT (Modlin et al., 1988).

Outras classes adicionais de células T recrutadas para o sitio de infec¢do do ML foram
identificadas, incluindo células T expressando receptores yd € um tipo de célula T af duplo
negativo (CD4— e CD8-) (Beckman et al., 1994; Garcia et al. 1997; Porcelli & Modlin 1999).
Estas células reconhecem antigenos nado proteicos, incluindo o LAM e &cido micélico
micobacterianos, 0s quais sdo apresentados por moléculas CD1 expressas por APCs,
independentemente de MHC de classe | e Il (Porcelli & Modlin 1999; Sieling et al., 2005;
Torrelles et al., 2011). As proteinas CD1 s&o expressas em altos niveis nas células dendriticas
nos granulomas dérmicos de pacientes TT, ao contrério de lesbes LL, 0 que sugere que as
células T restritas ao CD1 contribuem para o controle do patégeno (Sieling et al., 1995; 1999)
(Figura 5).

O padrdo de resposta imune Th1 x Th2 na hanseniase foi determinado através da
deteccdo da expressdo de RNAm de citocinas na lesdo de pacientes TT e LL. Os pacientes LL
apresentam um perfil predominante de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10), havendo
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também produgéo dessas citocinas por células T do sangue periférico (Salgame et al., 1991;
Yamamura et al., 1991; Sieling & Modlin 1994). A IL-4 induz células B a produzirem altos titulos
de anticorpos especificos para o ML, incluindo anticorpos da classe Imunoglobulina E (IgE) e
anticorpos IgM anti-PGL-1, associados com a inibigdo da resposta imune celular (Modlin, 1994).
A IL-10, por sua vez, tem sido detectada em altos niveis nesses pacientes, mostrando correlagéo

positiva com o alto indice baciloscopico (Moubasher et al. 1998) (Figura 5).

Genes relacionados com respostas de células B apresentam expressdo aumentada em
lesbes de pele LL quando em comparagéo a lesdes TT, indicando a existéncia de uma rede
dependente de IL-5 e IgM. Além disso, o ML é capaz, juntamente com a IL-5, de induzir a

producao de IgM em células sanguineas (Ochoa et al., 2010) (Figura 5).

A IL-13 também tem sido incluida no mecanismo de supressdo de células T na
hanseniase por seus efeitos sobre células B e macréfagos similares aos da IL-4. Tem sido
demonstrado que apenas clones de células Th2 de lesdes lepromatosas produzem IL-13
(Salgame et al., 1991; Modlin, 1994; Sieling & Modlin, 1994; Foss, 1997; Sampaio & Sarno,
1998; Montoya et al., 2009; Montoya & Modlin, 2010).

As lesbes de pacientes TT expressam altas quantidades de citocinas do tipo Th1 (IL-2,
IL-12, IL-15, IL-18, IFN-y e TNF-a) em comparag&do com as lesdes de pacientes LL (Arnoldi et al.,
1990; Salgame et al., 1991; Yamamura et al., 1991; Sieling et al., 1994; Garcia et al., 1999). A IL-
2 estimula a proliferacéo de linfocitos, responsaveis pela manutengédo da produgéo de citocinas,
e, paralelamente, estimula as células natural killer (NK), potencializando a produgao de IFN-y. Ja
o IFN-y, age nos macrofagos, estimulando a fagocitose, a produgdo de radicais reativos de
nitrogénio e oxigénio e mecanismos de ativagdo celular que, por sua vez, aumentam a produgéo
de TNF-q, intensificando a ativagdo de macrofagos, estabelecendo assim, um mecanismo
sinérgico ciclico (Foss, 1997). Adicionalmente, a IL-12 estimula as células NK, induzindo a
producédo de IFN-y, potencializando ainda mais ativacdo de macrofagos. Nao é observada uma
grande imunidade humoral neste polo da doenga, sendo encontradas baixas concentragbes de

imunoglobulinas especificas (Foss, 1997; Sampaio et al., 2003; Moura et al., 2008) (Figura 5).

O fator de crescimento transformador beta (TGF-B1), um dos mais potentes fatores
enddgenos imunossupressores, apresenta um amplo espectro de agdes, estando envolvido tanto
em respostas imunes inatas quanto adaptativas (Wahl et al., 2004; Wahl, 2007). Altos niveis
desse fator foram observados em lesdes cutaneas de pacientes LL quando comparados com as
lesdes TT. O TGF-B1 tem acédo supressora sobre macréfagos contrapondo os efeitos do IFN-y

na atividade antimicrobiana mediada pelo éxido nitrico e inibindo a producéo de TNF-a, podendo
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contribuir para a perpetuagédo da infecgdo (Bermudez et al., 1993; Goulart et al., 1996). Além
disso, essa molécula pode impedir a geragao de linfécitos Th1 e Th2, inibindo a transcrigdo dos
fatores T-bet e Gata-3; esta envolvida na diferenciagéo de células Th17, além de ser secretada
em altos niveis por células T reguladoras (Treg) e Th3 (Gorelik et al., 2000; Gorelik et al., 2002;
Komagata & Weiner, 2000) (Figura 5).

Células T reguladoras constituem uma populagdo importante do sistema imune
adaptativo, pois promovem respostas supressoras € tolerogénicas. O papel dessas células na
resposta imune da hanseniase é controverso. Palermo e colaboradores (2012) mostraram que
pacientes LL apresentam altos niveis de Tregs no sangue e nas lesdes cutaneas, quando
comparados com pacientes do polo TT. J& Kumar e colaboradores (2013) observaram uma
maior frequéncia de Treg produtoras de TGF-f no sangue de pacientes BL e LL quando
comparados ao grupo TT. Entretanto, Attia e colaboradores (2010) identificaram niveis maiores
de Treg circulantes em pacientes TT do que em individuos LL (Palermo et al., 2012; Attia et al.,
2010; Kumar et al., 2013b) (Figura 5).

Recentemente a resposta Th17 tem sido investigada no contexto da hanseniase. As
citocinas da familia IL-17 que sdo produzidas por esses linfocitos tém sido associadas com
diversas patologias como artrite reumatoide, psoriase e esclerose multipla (Polycarpou et al.,
2013). A expresséo génica de IL-17A esta reduzida em lesdes LL quando comparados a pele de
individuos saudaveis e niveis circulantes dessa citocina ndo s&o detectaveis no sangue de
ambos os grupos (da Motta-Passos et al,. 2012). Além disso, lesdes de pele TT exibem maiores
niveis de expressao génica das citocinas IL-17A, IL-21 e do fator de transcricdo RORC do que o
grupo LL (Saini et al., 2013) (Figura 5).

Em sintese, a hanseniase tem servido como modelo para estudo de mecanismos de
protecdo, patologia e supressao imune por apresentar um amplo espectro de formas clinicas
abrangendo desde a exacerbagdo até a auséncia da resposta imune contra o bacilo. O estudo
da dindmica da imunidade ao ML tem permitido avangos consideraveis no campo da imunologia,
inclusive desvendando mecanismos alternativos ao padrdo classico Th1 x Th2 (Gallo et al.,
2005).
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Figura 5: Imunopatogénese dos polos TT e LL na hanseniase. A existéncia dos polos da
hanseniase reflete os diferentes contextos imunoldgicos desenvolvidos por individuos acometidos por
essa doenca. A imunidade do polo TT se baseia em uma eficiente resposta celular que se estrutura, entre
outras coisas, sobre a ativacdo de PRRs, como o heterodimero TLR2/1 e NOD2. A ativacdo desses
receptores leva, principalmente, & diferenciacdo de células dendriticas, um tipo celular crucial na
contencdo de infecgbes micobacterianas. Outro efeito da ativagdo de TLR2/1 é a secrecdo de TNF-a, um
potente ativador de macrofagos que atua também na organizagdo dos granulomas. O potencial
microbicida das APCs é favorecido pela via de vitamina D. As células T também participam avidamente
da resposta TT, sendo responsaveis pelos altos niveis de IFN-y e IL-2, promovendo uma resposta Th1. A
resposta Th17 também parece estar envolvida na imunidade TT, pois altos niveis de linfécitos RORC*,
assim como citocinas desse eixo (IL-17 e IL-21) foram identificados nessas lesdes. Em conjunto, todos
esses mecanismos contribuem para o controle e eliminagdo do bacilo nesse polo da hanseniase. Os
individuos LL, por sua vez, ndo conseguem estruturar a mesma resposta, apresentando limitagdes que
possibilitam ao bacilo interferir com vias importantes da resposta imune do hospedeiro. As populagdes de
macréfagos exibem alta expressédo de receptores scavanger, como SRA-I, CD163 e CD36. A capacidade
microbicida dessas células € comprometida pela presenga de IFN-B, IL-10 e micro RNA 21 nas lesdes. A
ativacdo do TLR2/1 é prejudicada pela alta expressao de TACO induzida pelo ML. A alta expresséo de
IDO pode ser parcialmente responsavel pela anergia nesse grupo € a grande frequéncia de linfocitos B
nas lesdes e no sangue justificam os altos titulos de anticorpos observados nesse grupo. Todos esses
aspectos contribuem para sobrevivéncia e disseminagdo do bacilo (Fonte: elaborado por Andrade, PR,
2014).
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2. REAGAO REVERSA

As reacbes da hanseniase sdo complicagcbes que ocorrem ao longo da evolugdo da
doenga, resultantes de mudancgas na resposta imune do hospedeiro contra o ML. Apesar de
atingir, principalmente, as formas clinicas borderline, a RR pode ocorrer em uma pequena
porcentagem de individuos com as formas LL subpolar da doenca (Nery et al., 2013; Wade,
1955; Kar & Job, 2005). As caracteristicas clinicas da RR se resumem ao aparecimento de
lesdes de pele e injuria nervosa periférica, e devido ao desenvolvimento de neurite na maioria
dos pacientes, esse episddio € a principal causa do surgimento de deformidades e deficiéncias

na hanseniase (Lockwood et al., 2008; Lockwood et al., 2011).

Os sintomas da RR relacionados com a ocorréncia de injuria no sistema nervoso
periférico podem incluir hiperestesia cutanea difusa e alodinia sensorial ou motora associada ou
nao com dor neural. Os mecanismos envolvidos com esses sinais ainda nao foram elucidados e,
portanto, a sua identificagdo precoce € essencial para a intervengao terapéutica apropriada nos

estagios iniciais do episddio reacional.

Ha& diversos farmacos disponiveis para o tratamento da RR, mas o padréo € a utilizagao
de corticoides orais, geralmente prednisona, que age na supressdo da inflamagdo cutanea
(edema e eritema). A dose indicada pela OMS é a administragdo de 1 — 1,5 mg/Kg diariamente
e excepcionalmente 1,5 — 2 mg/Kg, até a melhora clinica, ou seja, a redugéo da dor a palpacédo
e da dor espontanea dos nervos envolvidos, assim como, diminuicdo do edema, eritema e
infiltracdo das lesbes cutdneas acompanhado pela melhora na sensibilidade (Ministério da
Saude,2009).

A retirada do esquema terapéutico é feita pela diminuicdo gradual das doses de
prednisona. Sdo reduzidos 10 mg a cada 15 dias, até se atingir a dose diaria de 20 mg,
podendo-se, entdo, reduzir a dose em 5 mg a cada 15 dias. Ao alcangar a dosagem de 5 mg,
deve-se manté-la por 15 dias e posteriormente o paciente deve toma-la em dias alternados por
mais 15 dias. O tempo médio de uso da prednisona em casos de RR é de 6 a 9 meses para
cada episddio reacional (Ministério da Saude, 2009).

Na terapéutica da RR, duas questdes sdo de grande importancia: o tratamento de
episddios reacionais recorrentes e o diagndstico tardio da RR. Episédios recorrentes sdo
definidos como o reaparecimento de sintomas reacionais entre 6 a 12 semanas apds o término
do tratamento com prednisona. Por outro lado, a RR tardia é definida como a ocorréncia do
episodio reacional em qualquer momento apds a conclusdo da PQT. A maioria dos casos de RR
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ocorrem entre 0s 6 e 12 meses do regime de PQT, mas podem ocorrer também de 6 meses até
7 anos apds a conclusdo do tratamento para hanseniase (Kumar et al. 2004). A detecgao
precoce seguida da terapia adequada com doses e duragéo apropriadas € a solugéo ideal para
se minimizar a recorréncia dos episddios e reduzir a frequéncia de deformidades e deficiéncias

resultantes do acometimento funcional dos nervos (Pai et al., 2012).

Apesar da campanha de eliminagao global de hanseniase ter reduzido drasticamente a
prevaléncia da doenga, um grande obstaculo continua sendo o diagnostico precoce e tratamento
da RR (Raffe et al. 2013). Portanto, ha a necessidade de marcadores que auxiliem o
reconhecimento e a prevencao de RR recorrentes, além de permitirem a distingao de episddios

de RR de casos de recidiva da hanseniase.

A frequéncia de RR varia de 3,5% a 47,5% de acordo com o inicio e defini¢des de casos
(Becx-Bleumink & Berhe, 1992; Lienhardt & Fine 1994). A incidéncia de RR é maior durante a
PQT, reduzindo gradualmente ap6s o tratamento (Nery, 2013; Kumar et al. 2004). Kumar e
colaboradores (2004) apontaram como fatores de risco para o desenvolvimento de RR o sexo
feminino, formas clinicas multibacilares e doenga generalizada. Outros fatores associados com o
inicio da RR incluem variagdes hormonais decorrentes de gravidez, terapia antiretroviral
altamente ativa (HAART), coinfecgbes e presenga de antigenos micobacterianos nas lesdes

cutaneas dos pacientes.

A ocorréncia de infecgdes cronicas orais também esta associada com o desenvolvimento
de episddios reacionais através da modulagdo da producéo das citocinas IL-6 e IL-10 (Motta et
al., 2010; Motta et al., 2012). Além disso, uma alta propor¢do de pacientes HIV positivos
apresentaram RR no momento de diagndstico da hanseniase (Sarno et al., 2008). Nesse caso, 0
inicio da HAART também se mostrou associado com o desenvolvimento de RR (Batista et al.,
2008; Menezes et al., 2009). Apesar do episddio reacional também afetar pacientes que néo
estdo recebendo tratamento para AIDS, o uso da HAART, parece ter um papel importante no
desenvolvimento de RR nesse grupo, ja que desde que esse regime terapéutico tornou-se
disponivel em paises endémicos para hanseniase, mais de 40 casos de RR associados com a

sindrome de reconstituicdo imune (IRIS) foram descritos (Pavie et al., 2010; Talhari et al., 2010).
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2.1 Imunopatogénese

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da RR ainda s&o desconhecidos, mas
sabe-se que os pacientes acometidos pelo episddio exibem uma mudanga no seu stafus
imunolégico, alterando seu perfil de resposta Th2 em dire¢cdo a Th1 ou intensificando uma
resposta Th1 ja estabelecida, com ambos os quadros resultando no aparecimento de novas
lesOes cutaneas e reativagdo das lesdes antigas, juntamente com o acometimento dos nervos

periféricos (Yamamura et al., 1991).

Varios trabalhos tém mostrado que esse fendmeno inflamatério leva a alteragdes nao s6
na pele e nervos dos pacientes, mas também no sangue desses individuos. Os niveis de IL-1p,
TNF-a e receptor de IL-2 mostraram-se elevados no soro de pacientes reacionais, declinando
apds o tratamento com prednisona, evidenciando a forte resposta inflamatéria em curso durante
0 episodio (Sarno et al., 1991; Tung et al., 1987, Parida et al., 1992; Sehgal et al., 1991). Altas
concentragdes de CXCL10 e IL-6 foram encontradas no plasma de pacientes com RR em
comparagdo com um grupo nao reacional de pacientes BT (Stefani et al., 2009). Foram
observados altos niveis de IL-17F no soro de pacientes reacionais das formas clinicas borderline
(BT e BL) da hanseniase em comparagao com o grupo sem RR (Chaitanya et al., 2012). Dados
do nosso grupo observaram uma menor atividade da enzima IDO nos pacientes em RR quando

comparados as formas LL (de Souza Sales et al., 2012) (Figura 6).

Esse perfil de expressdo pré-inflamatorio também se estende as populagdes celulares
sanguineas, ja que células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes em RR
exibiram alta expressao génica de IL-1p, perforina, IL-12p55 e IFN-y quando comparados com os
individuos n&o reacionais (Moraes et al., 1999). Tanto populagdes celulares sanguineas quanto
cutaneas de pacientes em RR também exibiram alta expressdo da molécula coestimuladora B7-
1 (CD80) em comparagao com individuos BL e LL sem reacdo, evidenciando o aumento da

capacidade apresentadora de antigenos nesse episodio (Santos et al., 2007) (Figura 6).

Apesar de muitas mudangas imunoldgicas ocorrerem no sangue de pacientes
reacionais, sintomas sistémicos raramente sdo observados durante a RR. Os sintomas do
episddio se restringem ao microambiente cutaneo e neural. Em lesbes cutineas, a expressao
génica das citocinas IL-1B, TNF-a, IL-2 e IFN-y encontrou-se elevada durante o episodio
reacional, com a concomitante redugdo de IL-4, IL-5 e IL-10 (Yamamura et al., 1991). A
expressdao de TNF-a concentra-se principalmente em macréfagos e nervos dessas lesdes
(Khanolkar-Young et al, 1995). Foi observada, também a reducéo da expressao génica de IFN-B

em lesdes de pele reacionais quando comparadas com lesdes LL (Teles et al., 2013) (Figura 6).
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Lesdes cuténeas reacionais apresentam elevada infiltragdo de linfécitos CD4*, além de
uma maior reatividade imune celular contra antigenos do ML que podem levar ao
desenvolvimento de dano nervoso (Cooper et al., 1989). Apesar de ndo serem observadas
diferengas entre os niveis circulantes de linfocitos CD4+ e CD8* no sangue de individuos com RR
(Laal et al., 1987), um aumento nessas populagdes € observado nas lesdes de pele, durante o
episddio reacional em comparagdo com as formas clinicas LL sem reacdo, restritas
principalmente ao granuloma epitelioide (Modlin et al., 1983; Cooper et al.,1989). Além dessas
celulas, linfocitos yd também foram encontrados em niveis elevados na pele de pacientes em RR
(Uyemura et al., 1992; Sieling & Modlin, 1994). Pacientes reacionais exibiram também uma
menor expressdo de Foxp3 do que individuos das formas BT e BB ndo acometidos por esse

episddio (Massone et al., 2010) (Figura 6).

Os macrofagos de lesdes reacionais se assemelham morfologicamente aqueles
observados nas lesdes cutaneas do polo TT. No caso de pacientes do polo LL que desenvolvem
a RR, o papel funcional dessa populagdo sofre uma mudanga na programacao génica,
abandonando o carater fagocitico e adquirindo um perfil microbicida (Montoya et al., 2009). Altos
niveis de expressdo de dois peptideos microbicidas humanos, as B-defensinas 2 e 3, foram
encontrados em lesdes de pacientes RR em comparagéo ao grupo ndo reacional, apontando
para o papel da resposta imune inata nesse episddio (Cogen et al., 2012). Além disso, lesbes
reacionais exibem alta frequéncia de células de Langerhans e células dendriticas CD1* (Sieling
et al., 1999; Modlin et al., 1984) (Figura 6).

As metaloproteinases (MMP) s&o enzimas proteoliticas capazes de degradar
componentes da matriz extracelular, sendo, portanto, responsaveis pela remodelagem desse
ambiente (Han et al., 2001; McCawley & Matrisian, 2001). Essas moléculas sdo secretadas por
diversos tipos celulares, como macrofagos e linfdcitos, sob um regime rigoroso de regulagao, ja
que a secrecgao excessiva de MMPs pode levar ao extenso dano tecidual (Okamoto et al., 2004).
Um mecanismo de controle dessas moléculas envolve a familia de inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP), que interagem com as MMPs, impedindo sua agéo (Gomez et al.,
1997). Em lesdes de pacientes em RR foi observado um aumento dos niveis de RNAm de MMP-
2, MMP-9 e TIMP-1, o que juntamente com a elevada atividade dessas MMPs e uma alta razao
de MMP/TIMP-1, indicam um ambiente favoravel a promogédo de dano tecidual (Teles et al.,
2010) (Figura 6).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCawley%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11166192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCawley%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11166192
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Figura 6: Imunopatogénese da reacao reversa. Com o desenvolvimento da RR, ha uma mudanca
no status imunolégico do paciente dependente da forma clinica, levando a um direcionamento da
resposta para o perfil Th1 ou a exacerbag@o da resposta pro-inflamatéria ja estabelecida. Em geral, é
observado um aumento das populagdes de células dendriticas, assim como a elevagdo dos niveis de
TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-1B. Populagdes de linfécitos T como CD4+, CD8* e yd também estdo aumentadas
nas lesdes reacionais, contribuindo para resposta Th1. A populagdo de macréfagos sofre uma
reprogramacado génica que favorece o perfil funcional microbicida, através do recrutamento da via de
vitamina D e o auxilio das B-defensinas. O nervo também ¢ afetado, expressando altos niveis de MMPs,
colaborando para o dano tecidual, j& em curso devido a intensa resposta inflamatéria (Fonte: elaborado
por Andrade, PR, 2014).
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3. POPULAGOES CELULARES PRESENTES NA LESAO CUTANEA DA REAGAO
REVERSA
O microambiente cutaneo abriga um amplo complexo de tipos celulares responsaveis
pela vigildncia imunoldgica e manutengdo da homeostase (Heath & Carbone, 2013). Essas
populagdes migram constantemente da corrente sanguinea ou colonizam o tecido durante as
fases de desenvolvimento, mantendo sua densidade através da replicagao in situ (Davies et al.,
2013; Jenkins et al., 2011). Entre as células da pele que sdo relevantes para resposta imune,
podemos destacar as populagdes da imunidade inata, como os macréfagos residentes e

subpopulagdes de células dendriticas (Dupasquier et al., 2004).

Controvérsias existem em relagdo a ontogenia e o fenétipo de macrofagos e células
dendriticas, 0 que néo so reflete a heterogeneidade populacional dessas células, mas também a
caréncia de marcadores fenotipicos adequados para identificacdo de subtipos celulares unicos
(Geissmann et al., 2010; Davies et al., 2013). Essa dificuldade é ainda mais pronunciada durante
a inflamagéo, ja que nesse contexto, as células teciduais residentes exibem consideravel
plasticidade fenotipica e as novas populagdes vindas do sangue encontram-se em variados

estagios de diferenciacdo (Galli et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, os sintomas clinicos da RR s&o restritos,
principalmente, a pele e aos nervos periféricos, 0 que sugere que os componentes celulares da

imunidade tecidual tem uma participagdo importante no desenvolvimento desse fendmeno.

3.1 Macroéfagos
3.1.1 Caracteristicas gerais

Os precursores de macréfagos sao liberados na circulagdo como mondcitos e colonizam
os tecidos do corpo, incluindo o bago, que funciona como um reservatério de mondcitos
imaturos. Quando essas células migram do sangue e extravasam pelo endotélio para os tecidos,
elas podem se diferenciar em macréfagos e células dendriticas. Portanto, a fungéo principal dos
mondcitos € manter a renovagao populacional de macréfagos tissulares e células dendriticas na

homeostase e em resposta a inflamagao (Gordon & Taylor, 2005).

Em humanos, os mondcitos sdo divididos em grupos baseados na expressdo das
moléculas CD16 e CD14 (Ziegler-Heitbrock, 2007). Os mondcitos CD14+CD16— séo os
chamados de mondcitos classicos e correspondem a populagdo mais prevalente do sangue,
expressando também CCR2. Ja a populagdo CD16* engloba 2 subtipos: os mondcitos
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intermediarios (CD14+*CD16*) e os ndo classicos (CD14*CD16**) (Ziegler-Heitbrock, 2010;
Ziegler-Heitbrock & Hofer, 2013).

Durante o desenvolvimento dos monacitos, as células progenitoras mieloides originam
sequencialmente monoblastos, promondcitos, e finalmente mondcitos, que séo liberados pela
medula éssea na corrente sanguinea. Os mondcitos, por sua vez migram do sangue para 0s
tecidos, renovando a populagdo de macrdfagos teciduais residentes do osso (osteoclastos),
alvéolos, sistema nervoso central (microglia), tecido conjuntivo (histiécitos), trato gastrointestinal,

figado (células de Kupfer), bago e peritdnio (Gordon & Taylor, 2005) (Figura 7).

Em adigdo ao seu papel na manutencdo das populagdes de macréfagos tissulares e
células dendriticas no estado homeostatico, os mondcitos sdo recrutados para tecidos
infectados, onde participam da resposta imune (Serbina et al., 2008). Durante as infecgdes, os
monacitos, assim como as células que originam, podem migrar para os linfonodos e promover
respostas imunes, se diferenciando ou apresentando antigenos para células dendriticas (Ersland
etal., 2010) (Figura 7).

Célula
Prgenitora Macrofago

Embrionaria Residente i
J\ Macroéfago
) /\ ' (4 “~ Recrutado

Célula Tronco
Hematopoiética

Auto-renovaciao
local 2??

Figura 7: Renovagdo das populacdes teciduais de macréfagos na homeostase e na
resposta imune. No modelo classico, os macréfagos se originam de mondcitos sanguineos, que por
sua vez se desenvolvem a partir de células tronco hematopoiéticas da medula éssea. A migragéo de
mondcitos sanguineos para o tecido frente a um desafio antigénico, por exemplo, garante o rapido
aumento populacional dos macréfagos teciduais durante a resposta imune. Entretanto, ha a possibilidade
de que populagbes de macréfagos residentes originadas de progenitores embrionarios possam se
renovar independentemente das células tronco hematopoiéticas. A proliferagdo local contribuiria para
homeostase tecidual e para 0 aumento da densidade populacional dessas células no caso de uma
resposta imune (Fonte: adaptado de Sieweke & Allen, 2013).
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A visdo estabelecida da diferenciagdo de mondcitos recrutados em macréfagos foi
recentemente desafiada por Jenkins e colaboradores (2011), que demonstraram que em um
meio inflamatério Th2, os macréfagos teciduais sofrem um intenso processo de proliferagéo
mediado pela citocina IL-4. O conceito de que a populagdo de macrofagos teciduais tem
capacidade de autorrenovagéo, permitiria o estabelecimento de um meio anti-inflamatério que
levaria ao reparo do sitio danificado, sem a dependéncia do influxo de mondcitos do sangue
(Murray e Wynn, 2011; Jenkins et al., 2011; Sieweke & Allen, 2013) (Figura 7 e 8).
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Figura 8: Proliferagao in situ de macréfagos dependente de IL-4. No modelo de infecgdo por
nematddeos ocorre uma intensa secrecao local de IL-4 por basdfilos e células Th2 antigenos-especificos
(a). O aumento de IL-4 pode levar a expansao de populagdes residentes de macréfagos M1, assim como
sinalizar para essa populagdo assumir um perfil misto M1 e M2, ja que comegam a expressar moléculas
caracteristicas de ambos os fenétipos, como por exemplo, arginase e TNF-a. Esse processo culmina na
eliminagdo do parasita independentemente do recrutamento de mondcitos sanguineos (b e ¢) (Fonte:
adaptado de Murray & Wynn, 2011).
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Os macréfagos diferem morfologicamente e fenotipicamente dependendo da sua
localizagdo no organismo. Essas células expressam uma variedade de receptores,
reconhecendo produtos derivados ou ndo do hospedeiro. Através de processos como endocitose
e fagocitose, assim como da secregéo de citocinas, fatores de crescimento e metabdlitos, essas
células realizam suas fungdes troficas e toxicas, atuando como um fagocito profissional durante
o0 desenvolvimento e a vida adulta do hospedeiro. Deste modo, os macréfagos contribuem para
respostas imunes inatas e adaptativas, assim como, para a remodelagéo tecidual e diversos

processos patologicos (Gordon & Martinez, 2010).

Os macrofagos séo APCs e participam do recrutamento dos componentes celulares da
resposta imune adaptativa (Gordon & Taylor, 2005). Os macréfagos maduros estéo localizados
estrategicamente ao longo do corpo e realizam a importante fungdo de vigilancia imune, onde
rastreiam sinais de danos teciduais ou organismos invasores, a fim de estimular linfocitos e
outros tipos celulares a responderem (Murray & Wynn, 2011). Mediante injuria e infecgéo, eles
migram para os sitios em questao, contribuindo para inflamagéo aguda e cronica, localmente e
sistemicamente. Eles expressam receptores TLRs, NLRs, receptores scavenger, receptores Fc
para imunoglobulinas, entre outros. Seu repertdrio secretor inclui enzimas antibacterianas e
proteoliticas, quimiocinas e citocinas pro- e anti-inflamatorias. Eles geram também espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, além de metabdlitos de araquidonicos (Gordon & Martinez,
2010; Guilliams et al., 2014).

Os macrofagos teciduais residentes est@o presentes constitutivamente nos 6rgéos na
auséncia de inflamacao e realizam papéis troficos e homeostaticos, atuando na remogéo de
debris e servindo de sentinelas de injurias e infecgdes. Os macréfagos tissulares podem
proliferar localmente, mas sao terminalmente diferenciados, fazendo turnover em taxas distintas,
dependendo do estimulo e do microambiente tecidual (Gordon & Martinez, 2010). Essas células
também podem suprimir respostas inflamatérias, e, por conseguinte, assegurar que a

homeostase tecidual seja restaurada apos a infec¢éo e injuria (Murray & Wynn, 2011).

A sua funcdo homeostatica de “limpeza” é mediada por receptores encontrados na
superficie dos macrofagos, como os receptores scavenger, de fosfatidilserina, integrinas, do
sistema complemento, de trombospondina, entre outros (Erwig et al., 2007). Em aspectos gerais,
esses receptores mediadores de fagocitose ndo transduzem sinais indutores da transcri¢do de
citocinas ou induzem sinais inibitérios, o que garante que o processo fagocitico ocorra

independentemente de células imunes. Portanto, o papel principal dos macréfagos residentes



28

nao é de células efetoras imunes e sim de limpeza do microambiente intersticial (Mosser &
Edwards, 2008).

Os macrofagos tissulares, assim como 0os mondcitos recém-recrutados, estdo sujeitos a
uma hierarquia de estagios de ativacdo que assegura a homeostase tecidual e impede a
sustentagado prolongada do processo inflamatério, cenario que pode levar ao desenvolvimento de

diversas doencas crénicas (Murray & Wynn, 2011).

3.1.2 Polarizagao de macrofagos

Os macréfagos apresentam uma incrivel plasticidade que os permite responder
eficientemente a sinais microambientais e alterar seu fendtipo, podendo também alterar sua
fisiologia durante respostas imunes adaptativas e inatas, como demonstrado por Mackaness na
década de 70. A polarizagdo dos macréfagos € a prova mais contundente dessa plasticidade e &
vista como um espectro de fenétipos distribuidos entre dois extremos: a ativagéo cléssica e a

ativacéo alternativa (Lopez-Castejon et al., 2011; Mackaness, 1977) (Figura 9).
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Figura 9: Diversidade e plasticidade das populagcdes de macrofagos. Macréfagos podem ser
categorizados em subpopulacdes tendo como base sua localizagdo anatémica (esquerda) e seu fenétipo
funcional (direita). Os macrofagos residentes incluem os alveolares (pulméo), intestinais (intestino),
osteoclasto (0sso0), microglia (cérebro), histidcitos (tecido conjuntivo) e células de Kupfer (figado).
Mondcitos podem entrar nesses tecidos e se diferenciar nessas populagdes residentes, podendo
também, apos a ativagdo, assumir diferentes fenotipos funcionais (Fonte: adaptado de Galli et al., 2011).
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Os macréfagos apresentam dois perfis funcionais predominantes: ou promovem a
defesa do hospedeiro, imunidade antitumoral e respostas inflamatorias; ou suprimem todas
essas agoes, sendo importantes tanto na indugdo como na resolugédo de respostas imunes (Galli
et al, 2011). Em resposta a citocinas e produtos microbianos, os fagdcitos mononucleares
exibem propriedades funcionais e polarizadas. Espelhando a nomenclatura Th1/Th2, os

macrofagos polarizados séo chamados de M1 e M2 (Galli et al, 2011).

O perfil M1 é promovido quando os macréfagos séo ativados classicamente apés a
exposi¢do a dois sinais: o IFN-y que prima a célula sem ativa-la propriamente, e 0 TNF-a ou um
indutor dessa citocina, como por exemplo, um ligante de TLR (Nathan, 1991). Portanto,
macroéfagos séo ativados classicamente em resposta ao IFN-y, juntamente com a exposic¢do aos
antigenos microbianos (Hibbs, 2002; MacMicking et al., 1997). O GM-CSF, um fator de
crescimento hematopoiético, também leva a polarizagdo de macréfagos M1. Essa citocina é
produzida por uma variedade de tipos celulares e leva ao aumento de apresentagéo antigénica;
da fagocitose mediada por complemento e anticorpos; da capacidade microbicida; além de
promover quimiotaxia e adesao de leucdcitos (Verreck et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014).
Quando os macréfagos sé@o ativados classicamente eles migram para os sitios de inflamagéao

para eliminagéo dos antigenos alvo (Ezekowitz & Gordon, 1984; Mosser, 2003) (Figura 10).
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Figura 10: Moléculas que promovem a ativagao classica e alternativa de macréfagos. A
ativagdo classica de macrofagos leva a geragao do fendtipo M1 através da ag&o de fatores como IFN-y,
ligantes de TLRs como o LPS e o0 GM-CSF. J4 a ativag&o alternativa promove a polarizagao para o tipo
M2, que engloba subclasses determinadas pelos seus agentes indutores, como por exemplo: IL-4 ou IL-
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13 (M2a); 1gGs (M2b); IL-10 ou glicocorticdides (M2c) e M-CSF. Essas moléculas exercem seus efeitos
bioldgicos através do recrutamento de vias de sinalizagdo especificas, que por sua vez, irdo determinar a
programacao génica e o fendtipo adotados pelo macréfago apés a ativagao (Fonte: adaptado de Martinez
& Gordon, 2014).

As células M1 apresentam alta expresséo de IL-12, IL-23, IL-1B, IL-6, TNF-q, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, e baixos niveis de IL-10. Participam de respostas polarizadas
Th1 e medeiam a resisténcia a parasitos intracelulares e tumores (Verreck et al., 2004,
Mantovani et al., 2004). Devido ao fato de secretarem grandes quantidades de TNF-a e IL-1B, e
ainda participarem da diferenciagdo de células Th17, elas sdo importantes promotoras de
inflamagdo crénica e doengas autoimunes, como por exemplo, artrite reumatoide,
arteriosclerose, fibrose pulmonar, e doenga de Crohn (Smith et al., 2009; Wilson et al., 2010;
Woollard & Greissmann, 2010) (Figura 11)

Os macrofagos M2 antagonizam as agdes toxicas do perfil M1, suprimindo a inflamagéo,
a atividade antitumoral e promovendo a regeneragéo tecidual e angiogénese (Gordon & Taylor,
2005; London et al., 2011). A IL-4 e IL-13 s&o mais que simples inibidores da ativacdo
macrofégica, pois induzem o perfil fenotipico M2, que ao contrario do perfil M1, constitui uma
classe que engloba outros subtipos de macréfagos induzidos por outros estimulos (Gordon,
2003). Varios tipos celulares podem produzir IL-4 e IL-13, como células T CD4+ e CD8*, NKT,
basofilos, mastdcitos e eosinofilos, 0 que sugere que a ativagéo alternativa de macréfagos pode
ser induzida tanto por respostas imunes inatas quanto adaptativas (Paliard et al., 1988; Seder et
al., 1992; Yoshimoto et al., 1995; Seder et al.,1991; Mogbel et al., 1995) (Figura 10).

Os macrofagos M2 séo caracterizados pela expressdo de marcadores alternativos de
ativacdo e s&o subdividos em trés subtipos: M2a (induzidos por IL-4 e IL-13), M2b (induzidos por
complexos imunes, agonistas de TLRs e IL1R) e M2c (induzidos por IL-10 e hormdnios
glicorticoides) (Mantovani et al., 2004). As populagdes de macréfagos M2 expressam altos niveis
de IL-10, de receptores scavenger, de receptores de manose e galactose e do receptor
antagonista de IL-1 (IL-RA). O metabolismo de arginina nessas células é geralmente direcionado
para produgdo de ornitina e poliaminas, envolvendo a via da arginase. O M-CSF foi
recentemente incluido ao grupo de indutores da ativacéo alternativa de macréfagos, induzindo
um fenétipo secretor de altos niveis de IL-10 e baixa expressdo de moléculas coestimuladoras
como HLADR, CD86 e CD40 (Verreck et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014). Em geral, os
macréfagos M2 participam de respostas Th2, s&o frequentes em tumores, promovem reparo
tecidual e remodelamento, além de apresentarem fungdes imunoreguladoras (Mantovani et al.,
2004) (Figura 10 e 11).
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Figura 11: Caracteristicas gerais dos fenétipos de macréfagos M1 e M2. O repertorio
inflamatério dos macréfagos M1 inclui a secre¢do de mediadores pré-inflamatérios e a liberagdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Em contraste a ativagio alternativa engloba trés classes de
fenétipos M2 (a, b e c) que medeiam respostas anti-inflamatérias (Fonte: Benoit et al., 2008).

A polarizagdo M1 sustenta a resisténcia contra bactérias intracelulares e controlam a
fase aguda da infecgdo. Entretanto, uma programacdo M1 prolongada é deletéria para o
hospedeiro, podendo levar a extensos danos teciduais (O'Reilly et al., 1999). Ja a evolugéo das
doengas cronicas estd associada a reprogramagao em dire¢cao ao perfil M2 (Kiszewski et al.,
2006).

O paradigma M1 x M2 n&o pode ser apenas descrito como um estagio de ativagéo e
inativacdo, mas sim como a expressao de dois programas metabolicos distintos (Mills et al.,
2000). Portanto, a ativagdo de macréfagos pode ser tanto inflamatéria quanto anti-inflamatoria.
Atualmente a ativagdo de macrofagos é vista como plastica, rapida e completamente reversivel,
sugerindo que essas células séo extremamente dindmicas e podem, primeiramente, participar da
resposta inflamatoria e depois da resolugdo do processo (Porcheray et al., 2005).
Consequentemente, os macrofagos exibem mudancas funcionais progressivas resultantes das

alteragdes no microambiente (Stout & Suttles, 2004).
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Ao contrario das células T que sofrem extensas modificagbes epigenéticas durante a
diferenciagdo, os macréfagos retém sua plasticidade e habilidade de responder a sinais
microambientais (Stout et al., 2005). Isso leva a uma grande dificuldade de se isolar um Unico
marcador para identificar populagbes de macréfagos. Varios estudos in vivo sugerem que o
fendtipo de uma populacéo de macrofagos pode se alterar ao longo do tempo, néo estando claro
ainda, se essas alteragdes sdo um resultado de um processo de “desdiferenciacdo” do fenotipo
original para um fenétipo de repouso ou da migragdo de uma nova populagdo de macrofagos

para o tecido, substituindo as células originais (Mosser & Edwards, 2008).

3.2 Células Dendriticas
3.21 Caracteristicas gerais

Todos os tipos de células dendriticas s&o originados a partir de células tronco
hematopoiéticas residentes da medula 6ssea, como os progenitores comuns linfoide e mieloide
(em inglés CLP e CMP, respectivamente). O CLP e o CMP s&o os geradores dos diferentes
subsets de células dendriticas conhecidos atualmente (Takeuchi & Furue, 2007). Estudos
demonstraram que o potencial desses precursores de originar os diferentes tipos de células
dendriticas se da pela expressao do receptor Flt3 (Karsunky et al., 2003; D’Amico & Wu, 2003;
Onai et al., 2006). O desenvolvimento dessas células a partir do CLP ainda é mal compreendido,
havendo duvidas se essa via de desenvolvimento ocorre em condi¢des homeostaticas ou
extraordinérias. Quanto ao desenvolvimento através do CMP, sabe-se que este da origem ao
progenitor de macréfagos e células dendriticas (em inglés MDP) que, por sua vez, se diferencia
no progenitor comum de células dendriticas (em inglés CDP), comprometido somente com a
geracado desse tipo celular (Fogg et al., 2006; Liu et al., 2009; Liu & Nussenweig, 2010) (Figura
).

Na déecada de 90, evidéncias surgiram para corroborar a origem mieloide das células
dendriticas, com a observagao de que as mesmas podem se derivar de mondcitos na presenca
de GM-CSF e IL-4 (Romani et al., 1994; Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Akagawa et al., 1996;
Kiertscher & Roth, 1996; Pickl et al., 1996; Zhou & Tedder, 1996; Chapuis et al., 1997). A origem
linfoide foi observada, inicialmente, pela presenca de marcadores associados a populagdes

linfoides nas células dendriticas (Vremec et al., 1992) (Figura 12).
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Figura 12: Ontogenia de células dendriticas. Estudos no modelo murino apontam que tanto células
dendriticas plasmocitoides (pDCs) quanto as convencionais (cDCs) podem ser originadas a partir
progenitores mieloides (CMP) e linfoides (CLP) que expressam Flt3 em condiges homeostaticas. Ja em
condigdes inflamatorias, mondcitos podem se diferenciar em células dendriticas na presenga de GM-CSF.
Abreviagdes: HSC (Célula tronco hematopoietica), MPP (Progenitor multipotente), GMP (Precursor de
macrofagos e granulécitos), MEP (Precursor de megacariécito e eritrocitos) e MDP (progenitor de
macréfagos e células dendriticas) (Fonte: adaptado de Wu & Liu, 2007).

Entre os subtipos de células dendriticas descritos em humanos atualmente, podemos
destacar as células dendriticas monociticas (em inglés moDC), intersticiais ou dérmicas (em
inglés DDC-IDC), células de Langerhans (em inglés LC) e plasmocitoides (em inglés pDC) (Rossi
& Young, 2005). O fato de tanto CMP quanto CLP serem capazes de originar todos os subtipos
de células dendriticas no baco e no timo, ndo so atesta a ascendéncia dupla dessas células e a
plasticidade do potencial de desenvolvimento de seus progenitores, mas também, que o fenétipo

das células dendriticas ndo é um reflexo de sua origem (Wu & Liu, 2007; Wu & Dakic, 2004).

As células dendriticas tém um papel crucial na promogédo e no controle da magnitude e
qualidade de respostas imunes adaptativas. No estado homeostatico, essas células residem
tanto nos tecidos periféricos, quanto nos 6rgados linfoides, circulando também no sangue, e
monitorando o microambiente contra possiveis invasores. Elas permanecem quiescentes até
encontrar um estimulo inflamatério exégeno ou enddgeno, que ao deflagrar uma reprogramacgéo

transcricional complexa, leva a expresséo diferencial de um conjunto de genes e a integragéo de
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diversas vias de sinalizagdo, munindo essas células de seu fendtipo efetor (Zanoni & Granucci,
2011).

Para gerar uma resposta microbicida, as células dendriticas sofrem um processo de
maturagao, em que passam de células captoras para células apresentadoras de antigenos. Essa
metamorfose implica em alteragdes funcionais e morfologicas como: a perda de estruturas
adesivas, reorganizacdo do citoesqueleto, aquisicdo de maior motilidade celular, perda de
receptores endociticos e fagociticos; secre¢cdo de quimiocinas e citocinas, aumento da
expressdo de moléculas coestimulatérias e translocagdo de compartimentos de MHC Il para
superficie celular (Trombetta & Mellmann 2005; Tang & Cyster, 1999; Yoneyama et al., 2002;
Penna et al., 2002; Heufler et al., 1996; Martin-Fontecha et al., 2004; Piqueras et al., 2006;
Caux et al., 1994; Pierre etal., 1997; Cella et al., 1997).

Atualmente, com os diversos estudos nessa area, a classificagcdo de células dendriticas
tornou-se um tanto complexa. Podem-se dividir essas células em duas grandes categorias:
convencionais e nao-convencionais. As células dendriticas convencionais apresentam morfologia
e funcionalidade tipica no estado homeostatico, enquanto as ndo-convencionais assumem esse
perfil quando desafiadas por um estimulo inflamatério (Liu et al., 2009; Liu & Nussenweig, 2010;
Shortman & Liu, 2002; Shortman & Naik, 2007) (Figura 13).

As células dendriticas convencionais consistem nas populagdes derivadas do CDP e das
pré-células dendriticas e podem der dividas nas subcategorias de células dendriticas migratorias
e linfoides. As migratdrias tém a habilidade de migrar de tecidos periféricos para os 6rgaos
linfoides, onde podem apresentar os antigenos para as células T. Esse grupo engloba as células
de Langerhans da epiderme, as intersticiais da derme e as populagdes pulmonares, hepaticas,

renais e intestinais (Kushwah & Hu, 2011) (Figura 13).

As células de Langerhans e as intersticiais dérmicas sao distribuidas pelos tecidos do
corpo, e, portanto, sdo as primeiras a entrarem em contato com o antigeno. As células de
Langerhans s&@o encontradas nas superficies epiteliais da pele e da mucosa, enquanto as células
dendriticas dérmicas localizam-se na derme da pele e no intersticio dos 6rgdos solidos. As
células de Langerhans expressam CD1a, mas ndo CD11b, ao contrério das monociticas e
dérmicas (Ratzinger et al., 2004; Katz et al., 1979).

As células dendriticas n&o-convencionais compreendem as células dendriticas
plasmocitoides e as monociticas. As células dendriticas monociticas tém como célula precursora

direta 0 mondcito sanguineo, que, quando em contato com M-CSF origina populagdes de
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macroéfagos, e quando em contato com GM-CSF e IL-4, gera, ap6s seis dias in vitro, células
dendriticas (Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Bender et al., 1996; Romani et al., 1996). Essas
células capturam antigenos soluveis com alta eficiéncia e respondem a estimulos microbianos e

inflamatorios (Figura 12).
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Figura 13: Subpopulagées de células dendriticas e seu papel na imunidade. As células
dendriticas ndo-convencionais englobam as monociticas e plasmocitoides. Recentemente, foram
descritos 2 subtipos de pDCs com base na expressdo de CD2 (Matsui et al, 2009). As células dendriticas
convencionais englobam as populagdes teciduais (Fonte: adaptado de Salvador et al., 2012).

As células dendriticas plasmocitoides, apesar de derivadas do CDP, sdo Unicas na
habilidade para secretar grandes quantidades de IFN a/B em resposta a antigenos virais, e por
isso, sdo classificadas como ndo convencionais. Sdo encontradas tanto em 6rgdos linfoides
como n&o linfoides, e por expressarem TLR7 e TRL9, reconhecem DNA e RNA virais (Guiducci
et al., 2008). Além de serem fonte de IFN a/, as células plasmocitoides s&o essenciais para
diferenciagdo de células B ativadas em células plasmaticas através da secregdo de IFN o/ e IL-
6 (Jego et al., 2003).

As células dendriticas plasmocitoides humanas séo fenotipicamente caracterizadas
como CD4+*CD45RA*CD123*ILT3*ILT1-CD11c. Também expressam um receptor Fcy de baixa

afinidade, o CD32, que modula a producédo de IFN a/B, e mais dois marcadores restritos a essa
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populacdo no sangue e medula dssea: 0 BDCA-2 e BDCA-4. BDCA-2 é uma glicoproteina de
transmembrana lectina do tipo C que pode internalizar antigenos para posterior apresentagéo e o
BDCA-4 é também chamado de neuropilina-1 (Trinchieri et al., 1978; Perussia et al., 1985; Bave
etal., 2003; Dzionek et al., 2001; 2002; 2003).

As agdes das células dendriticas impactam e sdo impactadas tanto pela imunidade inata
quanto pela imunidade adaptativa. As células do sistema imune inato e o microambiente tecidual
tém um papel importante na ativagéo de células dendriticas. Os fatores secretados pelas células
inatas ativam células dendriticas imaturas, assim como seus precursores, induzindo o seu
desenvolvimento em células maduras com fenétipos distintos. Portanto, citocinas como IL-10, IL-
15, IFN a/B, TNF-a e IFN-y, produzem diferentes fenotipos de células dendriticas, que por sua
vez, podem induzir tipos diferentes de imunidade de células T (Paquete et al., 1998; Luft et al.,
1998; Santini et al., 2000; Blanco et al., 2001; Watanabe et al., 2004; Chomarat et al., 2003;
Steinbrink et al., 1997; Sato et al., 2003; Mohamadzadeh et al., 2001; Dubsky et al., 2007,
Uhlig et al., 2006).

Ap6s o cumprimento do seu papel funcional, que consiste na apresentagéo antigénica e
ativacdo de células T, as células dendriticas passam pelo estagio de diferenciagéo terminal e
progridem em dire¢do a morte por apoptose, contribuindo para a atenuagdo da resposta
imunolégica e liberagdo do espago que passaram a ocupar ap6s a migracdo (Matsue &
Takashima, 1999). Complicacbes nessa fase podem levar ao acumulo dessas células ainda

ativadas e ao desenvolvimento de doengas autoimunes (Wang et al., 1999).

3.2.2 Células Dendriticas X Tolerancia

Uma caracteristica extraordinaria do sistema imune de mamifero é a sua capacidade de
gerar um repertorio de receptores de células B e T capazes de reconhecer virtualmente qualquer
antigeno existente. Aleatoriamente, esses receptores podem reconhecer antigenos proprios do
organismo, sendo, portanto, necessarios varios mecanismos regulatdrios para evitar o
desenvolvimento de um cenario autoimune, ou “horror autotoxicus”, como proposto por Paul
Herlich no inicio do século XX. Esse equilibrio delicado entre imunogenicidade contra antigenos
estranhos e tolerancia contra antigenos proprios € critico, pois a corrup¢do desse quadro pode
levar tanto a autoimunidade, resultante de respostas inflamatérias exacerbadas e da falha de
mecanismos tolerogénicos, quanto a infec¢des cronicas e tumores, decorrentes de baixa

imunogenicidade e tolerancia excessiva (Manicassamy & Pulendran, 2011).
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A tolerancia imunoldgica é estabelecida por dois processos chamados de toleréncia
central e tolerancia periférica. A tolerancia central opera principalmente no timo e na medula
Ossea, onde a maioria das células T e B autorreativas séo removidas no estagio imaturo do seu
desenvolvimento nesses 6rgaos. Entretanto, clones potencialmente nocivos podem escapar
desse processo e entrar em circulagdo (Nossal, 1994; Miller & Morahan, 1992; Goodnow et al.,
2005). A tolerancia periférica atua como um mecanismo reserva para promover a tolerancia
sisttmica a essas células autorreativas, sendo essencial para o estabelecimento de
imunossupressao em areas de imunoprivilégio, como o cérebro, testiculos, olho, entre outros

(Manicassamy & Pulendran, 2011).

As células dendriticas, como as APCs mais eficientes do sistema imune, ndo so
participam da promogdo de respostas inflamatérias como s&o essenciais para geragdo de
respostas supressoras, mantendo a tolerancia através da indugé@o da anergia e/ou surgimento de
células T reguladoras (Manicassamy & Pulendran, 2011). A tolerancia de células T a antigenos
proprios € estabelecida no timo, onde os timdcitos passam por uma sele¢do negativa mediada
por células dendriticas timicas, levando a eliminagdo dos clones autorreativos e indugéo de
células T reguladoras (Brocker et al., 1997; McCaughtry et al., 2008; Bonasio et al., 2006). As
propriedades tolerogénicas das células dendriticas dependem do estdgio de maturagédo, da
exposicdo a agentes imunossupressores e anti-inflamatérios e da natureza do estimulo
microbiano e microambiental (Pulendran, 2010; 2004; Pulendran et al., 2008; Steinman &
Bancherau, 2007).

As células dendriticas imaturas podem promover respostas de tolerancia in vivo,
eliminando células T autorreativas ou promovendo a expansdo de células T reguladoras
(Dhodapkar et al., 2001; Jonuleit et al., 2000; Mahnke et al., 2003; Hawiger et al., 2001). A falta
de moléculas coestimuladoras nessas células é essencial para indugdo de anergia (Novak et al.,
2003; Forrester et al., 2010). Na maioria dos casos as células dendriticas maduras promovem
respostas imunogénicas. Entretanto, certos estimulos, apesar de induzir a ativacdo e maturagdo
das células dendriticas, também levam ao aparecimento de células T tolerogénicas (Jiang et al.,
2007).

A exposicdo a citocinas anti-inflamatorias e agentes imunossupressores podem
condicionar as células dendriticas ao estagio tolerogénico. In vitro, células dendriticas sob o
efeito de fatores como vitamina A ou D3, PGE, IDO, IL-10, TGF-B exibem um fenétipo tolerante
(Akbari et al., 2001; Morelli & Thomson, 2007; Penna et al., 2007; Sato et al., 2002; Steinbrink et
al., 2002; Geissmann et al., 1999; 2003; Rutella et al., 2006; Gonzalez-Rey et al., 2006). Os
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PRRs, tdo importantes na imunidade inata, também participam das respostas tolerogénicas, pois

reconhecem ainda ligantes enddgenos pertencentes ao proprio organismo como, por exemplo,
debris celulares de tecidos danificados durante a inflamagédo ou necrose (Bianchi, 2007; Wagner,
2006; Manfredi et al., 2009; Rubartelli & Lotze, 2007; Guiducci et al., 2010; Kawai & Akira, 2010).
Em células dendriticas plasmocitoides, a ativagdo do TLR9 induz a expressdo da enzima IDO

que, por sua vez, promove a diferenciacdo de células T reguladoras (Orabona et al., 2006

Moseman et al., 2004) (Figura 14).

Sinais Pro-inflamatérios

Sinais Tolerogénicos
Ex: PAMPs \

EX TGF-B, IL-10 ou PGE,
Células dendriticas Células dendriticas
Estimuladoras Reguladoras
IL-12, IFNy.TNF «. IFN ¢, IL-6

IL-10, TGF3,IDO, PD-1, ARG
® / \, / \
E

Integracio de Sinals

-
-
-

- -
-

1)
\
l.
1
) | O
Diferenciagéo e proliferagéo Imbln;ao de Celulas T ,' Imbl;au de Proliferag o Geraciio de Celulas T
de células reguladoras :' de Células T CD4* e CD8*
Thl, Th2 e Thl7

reguladoras

‘i O%o ‘s‘ %

- ‘.

! ( f’:i

1
\

Doengas Autoirmmes Vigilincia Eliminacéio de '\ Homeostase Progresséo Infeccéio
Ex Artrite Tumoral Patogenos Y\ Tecidual Tumoral Crinica
Reumnatoide \‘

\
*

Figura 14: Células dendriticas estimuladoras e tolerogénicas em condi¢goes homeostaticas
e patogénicas. As células dendriticas compreendem uma linhagem plastica capaz de processar e
integrar sinais do microambiente. Em condigdes pro-inflamatorias essas células estimuladoras promovem
uma resposta imune efetiva através da estimulacdo de células T, direcionando essas respostas para o
perfil Th1, Th2 ou Th17. Isso permite que o sistema imune elimine patégenos e controle a proliferagao de
células transformadas. Entretanto, a ativagdo descontrolada desse fenétipo pode levar & eliminagéo da
toleréncia imunoldgica e ao desenvolvimento de doengas autoimunes. Em contrapartida, em condigbes
tolerogénicas, as células dendriticas adquirem uma fung&o reguladora, suprimindo a ativagéo de células T
e promovendo a diferenciacdo e expansdo de células T reg. Essa habilidade mantém a tolerancia

tecidual, mas pode levar a progresséo tumoral e a infecgdes cronicas, devido a persisténcia de patogenos
no organismo (Fonte: Adaptado de Schmidt et al.,2012)

Apesar de ser estabelecido que as células dendriticas induzam a formagao de células T
reguladoras, evidéncias recentes apontam para a possibilidade das células T reguladoras
programarem as células dendriticas, assim como os macréfagos, a adquirirem um fenétipo
tolerante (Cederbom et al., 2000; Houot et al., 2006; Misra et al., 2004; Veldhoen et al., 2006;
Oderup et al.,2006). Tanto células dendriticas como macréfagos expressam altos niveis de IDO

cuja indugdo mostrou-se dependente da interacdo do CTLA-4 presentes nas células T
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reguladoras com as moléculas B7 das superficies dessas APCs, assim como, da secrecao de IL-

10 produzida por esses linfocitos (Grohmann et al., 2002; Fallarino, 2003; Munn et al., 2002).

E também provavel que células dendriticas tolerogénicas participem da patogénese de
doencgas inflamatorias cronicas, ja que muitos patégenos podem modular a fungdo dessas
células como mecanismo de evasao da resposta imune (Lambotin et al., 2010). Em um cenario
de equilibrio, a ativagdo imune seguida de imunossupressédo é sucedida pelo restabelecimento
da homeostase imunoldgica. Entretanto, em um cenario de ativacdo imune persistente, os
mecanismos imunossupressores evocados em resposta podem prevalecer e levar o organismo a
um estado de supressdo permanente. Um mecanismo de toleréncia envolvido nesse sistema
regulatorio é a expressao sustentada de IDO, observada na ativagdo imune cronica (Baniyash,
2006).

3.3 Células epitelioides e o granuloma

A fim de se compreender melhor o desenvolvimento e a evolugdo das lesdes de RR é
necessaria, primeiramente, a caracterizacdo das populagdes celulares colonizadoras das
mesmas. Em 1977, Epstein caracterizou morfologicamente um largo espectro de granulomas
cutaneos e postulou que os granulomas imunogénicos como, por exemplo, 0 encontrado no polo
TT e nos casos de RR da hanseniase, sdo formados por grupos celulares “epitelioides”

formadores de nodulos (Epstein, 1977).

Do ponto de vista morfol6gico, os granulomas sdo agregados celulares organizados e
compactos constituidos de macrofagos maduros, neutrdfilos, células dendriticas, células NK,
linfocitos T e B, assim como fibroblatos, que secretam componentes de matriz extracelular
(Adam, 1976; Spector, 1969; Ramakrishnan, 2012). Além desses tipos celulares, a populagao de
macroéfagos também pode sofrer processos de diferenciagdo e adquirir aspectos morfoldgicos
distintos, originando células gigantes multinucleadas a partir de fusdo célula-célula; podendo
também assumir uma aspecto vacuolado ou espumoso; ou até mesmo, se transformar em

células epitelioides (Adams, 1976; Ramakrishnan, 2012).

No modelo classico, a formacdo do granuloma epitelioide em resposta a um desafio
antigénico requer a participagdo de células da imunidade adaptativa (North & Jung, 2004;
Andersen, 1997; Saunder & Cooper, 2000). No entanto, estudos no modelo de zebrafish (Danio
rerio) demonstraram que essas estruturas podem se organizar com apenas a participagéo do

sistema imune inato (Davis et al., 2002)
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O TNF-a é considerado uma molécula imprescindivel para formagdo e manutengao dos
granulomas epitelioides, ndo sé devido ao seu envolvimento na promogdo do trafico de
macroéfagos e leucocitos durante as respostas inflamatorias, mas também pelo fato de que ndo
ocorre a formagdo de granulomas organizados em camundongos knockout para essa citocina
(Algood et al., 2005; Bean et al., 1999; Chakravarty et al., 2008; Flynn et al., 1995). Entretanto,
ha estudos que desafiam a importancia dessa molécula no desenvolvimento dessas estruturas,
mostrando que as mesmas podem surgir na auséncia do TNF-a (Garcia Vidal et al., 2005;

lliopoulus et al., 2006).

A célula epitelioide, presente no granuloma, € um tipo celular de ontogenia ainda
desconhecida sem propriedades fagociticas e alta capacidade secretora. Alguns estudos
sugerem que essa populagdo seria um estagio de diferenciagdo que macréfagos adotariam na
formacdo do granuloma (Epstein, 1977; Turk & Narayanan, 1982). Entretanto, Fachetti e
colaboradores (1989) descreveram um tipo celular nomeado de mondcito plasmocitoide e
sugeriram, com base em dados de imuno-histoquimica e microscopia eletrénica, que essas
células seriam os precursores da célula epitelioide encontrada nos granulomas (De Vos et al.,
1990; Fachetti et al., 1989). Essa populagéo foi caracterizada fenotipicamente como células CD3
CD11c, CD14-, CD20-, CD36*, CD56-, CD68*, CD123* e BDCA2*, apresentando, portanto,
marcadores fenotipicos de macréfagos e células dendriticas (Fachetti & Vermi, 2002). Ja que os
monacitos plasmocitoides também produzem altos niveis de IFN o/, essas células também séo
apontadas como um estagio imaturo das células dendriticas plasmocitoides (Fachetti et al.,
1999).
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Il. JUSTIFICATIVA

Apesar dos casos de RR serem mais frequentes entre as formas instaveis borderline
(BT, BB e BL), esse episodio pode também acometer todas as formas clinicas da doenca, até
mesmo as formas LL (Kar & Job, 2005; Ridley & Jopling, 1966; Wade, 1955). O desenvolvimento
de RR em qualquer momento da doenga é um desafio para equipe médica e para o programa de
controle de hanseniase. A piora subita das lesdes apds o inicio do tratamento gera desconfianga

e descrenga na cura da doenca.

Os fatores que desencadeiam a reativagado imune observada na RR ainda néo foram
esclarecidos, mas o fato desse fendmeno se manifestar até em pacientes com sindromes de
imunodeficiéncia (ex: AIDS), sugere que esse evento é provavelmente especifico ao ML,
envolvendo possivelmente redes ndo canonicas da resposta imune (Sampaio et al., 1995; de
Oliveira et al., 2013). Por outro lado antigenos do ML foram observados em lesdes RR de
pacientes TT e LL na auséncia de bacilos indetificaveis, levantando a possibilidade de que
independentemente da viabilidade bacteriana, componentes do bacilo depositados in situ
poderiam desencadear a resposta imune que origina esse episddio (Lockwood et al., 2002;
Rambukanna et al., 1992). Este fato poderia explicar o desenvolvimento de RR e neurites anos

apds a cura clinica do paciente.

Os sinais clinicos da RR em geral se limitam a lesbes de pele e nervos, raramente
afetando o estado sistémico do individuo, o que indica que a imunidade tecidual tem um papel
ativo neste episodio. Portanto, no caso de pacientes BL e LL, a RR poderia se desenvolver se os
mecanismos imunossupressores locais modificassem o ambiente, levando a ativagdo das
populagdes celulares residentes responsaveis pela tolerancia aos antigenos bacterianos. Outra
possibilidade seria o recrutamento de células pré-ativadas do sangue para lesdo cutanea
decorrente do envolvimento de fatores teciduais ainda ndo esclarecidos. Nesse contexto, o
declinio do estado imunossupressor nas formas BL e LL, assim como, a emergéncia de uma
resposta contra o ML, poderia levar a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias e fatores capazes
de mobilizar o influxo de novas populagdes celulares para lesdo, além de ativar a proliferagéo e
diferenciacdo de células residentes da pele.

Até o momento, as populagdes celulares que compdem a lesédo reacional, assim como
suas vias de ativagdo e diferenciagdo, ndo sdo bem caracterizadas. A leséo de pele RR é um
modelo acessivel que possibilita o estudo da evolugdo de um processo imunoinflamatorio

provocado pela emergéncia de uma resposta imune em tecido humano previamente anérgico, no
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contexto de uma doenca infecciosa crénica. O uso de terapias modernas para doencas

mediadas imunologicamente poderao contribuir para novas intervengdes no tratamento da RR.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Caracterizar o perfil fenotipico das populagdes de macrofagos e células dendriticas,
assim como o perfil funcional através da analise da programacgdo génica predominante nas

lesGes cutaneas de pacientes do polo LL da hanseniase (LL e BL) antes e durante a RR.

Objetivos Especificos:

1. Descrever os aspectos morfologicos através da analise por microscopia de campo claro
dos componentes celulares de lesdes cutaneas de pacientes BL e LL com e sem RR;

2. Caracterizar fenotipicamente as populagdes de macréfagos, células dendriticas e células
epitelioides nas lesbes cutaneas de pacientes BL e LL com e sem RR por imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia;

3. ldentificar o perfil de expressao génica de moléculas relacionadas a resposta imune Th1
e Th2, assim como a polarizagdo de macrofagos em lesdes cutaneas de pacientes BL e
LL come sem RR;

4. Realizar uma andlise longitudinal, avaliando as modificacbes na expressdo génica das
moléculas analisadas em lesdes cutaneas de pacientes BL e LL antes e no momento do
episddio RR.
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IV. MATERIAL & METODOS

Pacientes e dados clinicos

Nosso estudo foi conduzido no Laboratério de Hanseniase em parceria com o
Ambulatério Souza Araujo na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Pacientes diagnosticados com
hanseniase e classificados de acordo com o sistema de Ridley & Jopling (1966) foram
selecionados. Termos de consentimento foram obtidos de todos os participantes e a aquisi¢éo
de amostras bioldgicas foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz (CEP-Fiocruz)
(Protocolo n°. 518/09). Nosso estudo consiste em uma analise longitudinal na qual, pacientes
com hanseniase classificados com as formas clinicas LL e BL foram avaliados antes e no

desenvolvimento do episodio de RR.

O grupo L-lep é composto de amostras biologicas de individuos BL (N=8) e LL (N=6)
coletadas previamente ao inicio do regime de PQT e na auséncia de sinais clinicos de RR. O
grupo RR L-lep consistiu, em parte, de amostras biologicas coletadas dos pacientes do grupo L-
lep (N=14) no momento do diagnostico reacional clinico e histopatolégico, anteriormente ao
tratamento com prednisona. Além disso, foram adicionados outros oito individuos (5 BL e 3
BB/BL), cujo material foi coletado apenas no momento reacional, e por isso incluidos
exclusivamente no grupo RR L-lep. Portanto, nosso estudo analisa o total de 22 pacientes com
hanseniase, 14 dos quais foram acompanhados antes e no inicio da RR, juntamente com outros

8 individuos avaliados apenas no momento reacional (Tabela 1).

Os pacientes exibiram uma idade média de 46 anos (20 — 64). O grupo L-lep exibiu um
indice logaritmico baciloscdpico (ILB) médio de 3,9 (2,25 — 5,9). Todos os casos apresentaram
tese de Mitsuda com resultado negativo (0 mm), com excegdo de um individuo que obteve um
resultado de 3 mm. J& o grupo RR L-lep apresentou um ILB médio de 2,4 (0 — 4,9) e, entre
esses individuos, 11 casos estavam recebendo PQT no momento de manifestagdo da RR, com
uma média de 9,7 meses (2,4 — 35) entre o diagnostico da hanseniase e desenvolvimento do
episodio. Seis pacientes apresentaram RR em média de 14 meses (6 — 31) apds a concluséo da

PQT, e 5 casos ja estavam com RR no momento de diagnéstico de hanseniase (Tabela 1).

O diagndstico de hanseniase foi baseado em critérios clinicos e histopatoldgicos, assim
como, carga bacilar e teste de Mitsuda. Os casos RR foram identificados através do
aparecimento repentino de eritema e edema em lesdes de pele novas ou ja existentes, além de
alteragdes neurolégicas e a presenga de granulomas epitelioides na analise histopatoldgica
(Lockwood et al., 2008; Lockwood et al., 2011).
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As amostras bioldgicas obtidas de ambos 0s grupos consistiram de uma leséo de pele
biopsiada com punch de 6 mm de diametro e sangue de cada paciente antes e no momento da
RR. Apds a biopsia, as lesdes cuténeas foram armazenadas em nitrogénio liquido ou coletadas
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco). Para anélise histopatoldgica de rotina as lesdes de pele
foram coradas com hematoxilina e eosina (para avaliagéo geral) e Wade (para identificagdo de
BAAR) (Moura et al., 2012). As amostras de sangue foram coletadas em tubos PAX gene

estabilizadores de RNA (PreAnalytiX) e armazenadas a -20°C até a analise de expressao génica.

Paciente F.C  Sexo Idade 1B diag'r']fs o Lﬁfﬁiﬂ: Diag:‘;sgim ILB RR
1 BL M 5 05 27 3 DP 1,85
2 BL M 59 225 49 0 PP 0
3 BL M 60 15 35 0 PP 0
4 LL M 57 425 485 0 DP 47
5 LL M 31 467 5,85 0 DP 38
6 BL F # 4 485 0 PP 37
7 LL M 48 15 48 0 PP 37
8 LL M 37 216 3,85 0 DP 38
9 LL M 20 275 35 0 DP 25
10 LL F 2 475 5,9 0 DP 48
T BL F 50 1 35 0 DP 0
12 LL M 31 417 485 0 DP 37
13 BL M M 25 225 0 DP 28
14 LL M 57 5 38 0 DP 35
15 BL M 50 35 0 PP 0
16 LL F 56 375 0,75 0 PP 37
17 BL F 60 075 . 0 AP 38
18 BL M 8 2 . 0 AP 1,85
19 BL F 6% 0 . 0 AP 0
20 BBBL F 3B . 0 AP 27
21 BBBL M 55 125 . 0 AP 0
22 BBBL M 64 075 SD 0 DP 25

TABELA 1: Dados clinicos dos grupos L-lep e RR L-lep. F.C = forma clinica; IB= indice
baciloscopico; ILB= indice Logaritmico Baciloscopico; AP= Antes da PQT; PP= Pés-PQT: DP= Durante
PQT; SD= Sem dados. Pacientes 1 a 14 s&o individuos cujas amostras bioldgicas foram obtidas antes
(grupo L-Lep) e no momento do episddio reacional (grupo RR L-lep). Pacientes 15 a 22 s&o casos cujos
espécimes biolégicos foram coletados apenas no momento de RR e, portanto, pertencem somente ao
grupo RR L-lep. (*) Esses pacientes ndo apresentam ILB de diagnéstico, apenas ILB de RR.
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Imuno-histoquimica

Para avaliar o perfil fenotipico do infiltrado inflamatério das bidpsias coletadas dos
pacientes dos grupos de estudo foi realizada imuno-histoquimica dos marcadores selecionados
para macréfagos e células dendriticas. Cortes de 5 ym de espessura foram obtidos no criostato
LM3000 (Leica, Wetzlar, Alemanha) a partir de fragmentos de lesdes de pele congeladas e foram

analisados pela técnica de imunoperoxidase.

Os cortes congelados foram fixados em acetona gelada por 15 minutos, e apos a
secagem, incubados com reagente de bloqueio de peroxidase (DAKO, CA, USA), a fim de
impedir a agdo de peroxidase enddgena. Ligacdes inespecificas foram bloqueadas através da
incubagdo com soro normal de cabra (NGS) por 20 minutos (diluicdo 1:60) a temperatura
ambiente. Para identificar populagdes de macréfagos M1 e M2, os cortes foram incubados com
anticorpos monoclonais produzidos em camundongos anti-IDO (Millipore 10009) (1:50), anti-
CD86 (Southern Biothec 979101) (1:50), anti-CD11¢ (DAKO M0732) (1:25), anti-CD68 (DAKO
MO0814) (1:100), anti-TLR2 (eBioscience 149922-80) (1:100), anti-CD163 (Santa Cruz sc-20066)
(1:100), anti-CD209 (BD Pharmigen 551249) (1:100) ou anti-CD14 (BD Pharmigen 347490)
(1:100). As populagdes de células dendriticas foram avaliadas pela marcag&o com anticorpos
monoclonais anti-CD123 (Biolegend 306002) (1:100), anti-CD1a (DAKO M3571) (1:100), anti-
CD1b (BD 55598) (1:100), anti-CD83 (BD Biosciences) (1:100), anti-BDCA-2 (Miltenyi Biotec
130090690) (1:100) ou anti-BDCA-4 (Miltenyi Biotec 130090693) (1:100). Todas as incubagdes
dos anticorpos foram realizadas numa solugéo de soro albumina bovina (BSA) 0,1% diluida em
tampé&o fosfato de sddio (PBS) na concentragdo de 1x por 1 hora a temperatura ambiente. Os
anticorpos primarios foram detectados pelo Kit Substrato de Peroxidase com AEC (3-amino-9-
etilcarbazol) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), manuseado de acordo com as
instrucdes do fabricante. O contracoloragao foi feita com hematoxilina por 1 min. Controles
negativos também foram realizados suprimindo o anticorpo primario ou através do uso de
isotipos especificos. A montagem foi realizada com Paramount (DAKO) e os cortes foram
avaliados através do microscdpio optico de campo claro Nikon Eclipse E400 (Nikon Instruments
Inc., NY, EUA), com auxilio do programa Infinity Capture (Lumenera Corporation, ON, Canada).

Uma analise semi-quantitativa das células dérmicas positivas para cada marcador foi
realizada em ambos os grupos (8 L-lep e 8 RR L-lep). O método de avaliagdo adotado classificou
as amostras em: (0) auséncia de células positivas; (+) presenca de até 5% de células positivas;
(++) presenga de células positivas em focos no infiltrado inflamatério, constituindo 20% das
células; (+++) cerca de 50% de celulas positivas; e (++++) > de 50% de células positivas,
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representando a maioria do infiltrado. A analise dos resultados foi realizada 2 vezes sem

discordancia nos resultados.

Coloragao com Oil Red O

Para identificacdo de macréfagos espumosos nas lesdes de pele de ambos os grupos, a
coloragao de QOil Red O foi realizada para detecgao de reservas lipidicas. Cortes de 5 ym foram
fixados com formolina 10% gelada por 15 minutos. Apds uma lavagem com &gua destilada, os
cortes foram incubados com propileno glicol absoluto por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, os cortes foram corados com a solugéo de Oil Red O 0,5% em propileno glicol por 15
minutos a 60°C. A diferenciacdo foi realizada através de uma incubag¢do de 5 minutos com
propileno glicol 85% a temperatura ambiente, seguida de trés lavagens com &gua destilada. Os
nucleos celulares foram corados com hematoxilina. Apos a lavagem, os cortes foram montados
com Permafluor (DAKO). As imagens foram obtidas no microscdpio 6ptico de campo claro Nikon
Eclipse E400 (Nikon Instruments Inc., NY, EUA), com auxilio do programa Infinity Capture

(Lumenera Corporation, ON, Canada).

Imunofluorescéncia

Para avaliacdo do fenétipo da populagdo CD123* nas lesdes de pele (8 L-lep e 8 RR L-
lep) foram realizados ensaios de imunofluorescéncia com diversos marcadores fenotipicos de
macroéfagos e células dendriticas. Os cortes de 5 ym foram fixados em acetona gelada por 15
minutos. Apds uma lavagem de 5 minutos com PBS 1x os mesmos foram incubados com uma
solugéo de bloqueio e permeabilizagdo contendo BSA 5% NGS 10% Triton X-100 0,25% em
PBS 1x por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida foi feita a marcagdo com anti-CD123
(Biolegend 306002) (1:50) overnight a 4°C. Apds a lavagem, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario Alexa Fluor® 532 produzido em cabra anti-IgG de camundongo (Molecular
Probes, OR) a uma diluicdo de 1:300 por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente. Na
segunda etapa de marcacdo, os cortes foram incubados separadamente a 4°C overnight com
anticorpos monoclonais anti-IDO (Millipore 10009), anti-CD86 (Southern Biothec 979101), anti-
CD11c (DAKO M0732), anti-CD68 (DAKO MO0814), anti-TLR2 (eBioscience 149922-80), anti-
CD163 (Santa Cruz sc-20066), anti-CD209 (BD Pharmigen 551249), anti-CD14 (BD Pharmigen
347490), anti-CD1a (DAKO M3571), anti-CD1b (BD 55598), anti-CD83 (BD Biosciences), anti-
BDCA-2 (Miltenyi Biotec 130090690) ou anti-BDCA-4 (Miltenyi Biotec 130090693). A diluigdo
adotada para todos os anticorpos foi 1:50. A Ultima marcagdo foi realizada com anticorpo
secundario Alexa Fluor® 633 produzido em cabra anti-IgG de camundongo (Molecular Probes,

OR) a uma diluigdo de 1:300 por 1 hora 30 minutos em temperatura ambiente. Todos os
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anticorpos usados nesse protocolo foram incubados em uma solugdo de NGS 5% BSA 1% PBS
1x e entre cada marcacao foi realizada uma série de 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS 1x.
0 4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi usado na diluigdo de 1:10.000 (PBS 1x) para visualizagdo
dos nucleos celulares. Os cortes foram montados com Permafluor (Thermo Scientific, CA, EUA)
e selados para visualizagdo. As imagens foram obtidas no Microscdpio Axio Observer Z1 (Carl

Zeiss, Gottingen, Germany) com software Axiovision 4.7.

Quantificagdo de marcadores fenotipicos de células CD123* através da
imunofluorescéncia

As lesdes de pele de ambos os grupos (8 L-lep e 8 RR L-lep) foram analisadas levando
em consideracdo a presenga de tipos celulares na derme. Foi avaliada a colocalizagdo de
células CD123* com os marcadores fenotipicos de macréfagos e células dendriticas
mencionados anteriormente. Imagens de imunofluorescéncia obtidas no Microscopio Axio
Observer Z1 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) com software Axiovision 4.7 foram analisadas
quantitativamente através do sistema de teste estereolégico composto de 36 pontos (PT), como
ja descrito previamente (Neves et al., 2006; Madarim-de-Lacerda, 2003). A férmula utilizada foi
VW=PP/PT (%), onde PP representa os pontos que coincidem com a estrutura marcada e PT
representa os pontos totais presentes na grade estereolégica. Cinco a dez imagens de campos

aleatdrios de cada corte foram analisados cegamente.

Extragdo de RNA e PCR em tempo real

A avaliagéo do perfil de expressdo génica das lesdes cutaneas e sangue dos individuos
dos grupos L-lep e RR L-lep foi realizada por PCR em tempo real. Primeiramente, 0 RNA total foi
extraido usando reagente Trizol (Invitrogen) em fragmentos de lesdes de pele e o Kit
PAXgeneTM Blood RNA (PreAnalytiX) foi utilizado para as amostras de sangue, ambos
manuseados de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza e quantificacdo do RNA foi
verificada pelo espectrofotémetro NanoDrop 1000 e a sintese de cDNA foi realizada através do
kit de RT-PCR Superscript lll first-strand (lvitrogen). Para avaliagdo da expressao génica nesse
material foi adotado o sistema Tagman de PCR em tempo real, com a utilizagdo do Universal
PCR Master Mix (2x) e sondas especificas (Applied Biosystems). Os ensaios foram realizados no
sistema de PCR em tempo real StepOne Plus e 0 GAPDH foi adotado como o controle endégeno
das reagdes. O mRNA das moléculas IDO, CD123, CD163, TNF-a, IL-1B, IL-10, IFN-y, CXCL-10,
IL-15, SRA-I, PPARy, TLR2, M-CSF e GM-CSF foi quantificado pelo 0 método 2-ACt (Livak &
Schmittgen, 2001).
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Cultura de células e estimulos

Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis (N=5) foram isoladas
por Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA). A purificagdo dos
mondcitos foi realizada usando kit de separagdo por selegdo magnética positiva CD14 (Milteny
Biotec, Auburn, CA, EUA). Os mondcitos recuperados foram colocados em meio RPMI 1640
contendo L-glutamina 2 mM, soro fetal bovino (SFB) 10% e antibidticos. A analise por citometria
de fluxo atestou pureza de > 90% de mondcitos, que foram cultivadas em placas de 24 pogos
(Costar, Cambrigde, MA, EUA) e estimuladas com rhTNF-a (Calbiochem) e ML derivado de tatu
sonicado (MOI 10:1) por 24 horas.

Isolamento de células de lesdes cutianeas

O isolamento de células de lesdo de pele (6 L-lep e 5 RR L-lep) foi baseado no protocolo
descrito por Moura e colaboradores (2007). A lesdo foi coletada com um “punch” de 6 mm por
um profissional treinado no Ambulatério Souza Araujo (FIOCRUZ, Rio de Janeiro) e transferida
imediatamente para um tubo contendo meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies), sendo
mantida no gelo até o momento do processamento. Em um ambiente estéril, a epiderme foi
mecanicamente separada da derme com o auxilio de um bisturi e descartada. A derme, por sua
vez, foi fragmentada e embebida em uma solugdo de dispase (0,05 mg/ml) /colagenase
(1,26 u/ml) (Gibco, Life Technologies) em meio RPMI 1640 suplementado com SFB 10%
overnight a 37°C/5% de CO2. Apds a incubagéo, foram realizadas trés lavagens em meio RPMI
1640 (500 xg por 10 minutos a 4°C). Em seguida as células foram contadas por exclusdo em

azul de Tripan e avaliadas por citometria de fluxo.

Citometria de fluxo

A expressao de CD123 foi avaliada em células isoladas de les6es de pele (6 L-lep e 5
RR L-lep) e em mondcitos obtidos de doadores saudaveis (N=5) por citometria de fluxo. Apés a
etapa de bloqueio com uma solu¢do de NGS 3% SFB 6% PBS1X por 10 minutos a 4°C, essas
células foram marcadas com CD123-PECY7 (Biolegend) em uma diluicdo de 1:50 por 30
minutos a 4°C. Apds 2 lavagens com PBS contendo 1% de BSA (PBS-FACS), as amostras
foram lidas e analisadas no citdmetro fluxo Accuri C6 (BD) usando o CFlow Software (BD). Em
todos os experimentos foram utilizados controles com isotipos especificos e foram analisados

10.000 eventos por amostra.
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Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. As diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Mann-Whitney, teste de
Wilcoxon ou ANOVA, quando apropriado. A analise quantitativa de marcadores fenotipicos de
células CD123* através de ensaios de imunofluorescéncia foi realizada usando o teste T ndo
pareado com correcdo de Welch. Para todas as analises estatisticas o valor de p<0,05 foi
considerado significante. As analises estatisticas foram realizadas através do programa Windows
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).



51

V. RESULTADOS

Lesoes de pele L-lep adquirem caracteristicas tuberculoides durante o episédio reacional.

Os eventos imunoldgicos que envolvem o episédio reacional levam ndo s6 ao
aparecimento de novas lesdes cutaneas, mas também podem ocasionar a reativagéo de lesdes
pré-existentes (Lockwood et al., 2008). Portanto, 0 microambiente cutdneo é submetido a um
processo de reorganizagdo morfolégica que pode ser determinado pelo influxo de novas
populagdes celulares sanguineas e pelo novo padrao funcional adotado pelas células residentes
do tecido. A avaliagao histolégica mostrou que lesdes de pele de pacientes LL apresentam um
grande infiltrado de macréfagos na derme, assim como poucos linfécitos, separados de uma
epiderme retificada por uma zona clara chamada de faixa de Una (Figura 15A). Os macréfagos
LL ou células de Virchow exibiram alta carga bacilar (Figura 15G), exibindo um aspecto
vacuolado causado pelo armazenamento de grandes quantidades de lipidios (Figura 15E), como
podemos observar pela coloragdo de Wade e Oil Red O, respectivamente. Na leséo de pele de
pacientes BL, por outro lado, observamos um infiltrado intenso de macréfagos distribuidos em

bandas pela derme e intercalados com linfécitos (Figura 15C).

No momento do episddio reacional, observamos que o infiltrado presente nas lesbes
sofre uma drastica alteracdo, sendo composto, principalmente, por células epitelioides e poucos
linfécitos que formam granulomas frouxamente organizados, assemelhando-se a imagem
estrutural das lesdes reacionais tuberculoides (Figura 15B e 15D). Em contraste com a epiderme
retificada e atrofiada observada na pele L-lep, as lesGes reacionais apresentam alta atividade
celular e espessamento da epiderme (Figura 15B e 15D). A histologia das lesdes cutaneas L-lep
no momento da RR n&o exibiram nenhuma diferenca notavel entre as formas clinicas LL e BL,
obedecendo ao mesmo padrédo de organizacdo e exibindo uma alta heterogeneidade na
distribuicdo dos granulomas epitelioides. As populagdes de células epitelioides no grupo L-lep
apresentou uma alta diversidade morfologica (Figura 16), o que possivelmente reflete seus
estados funcionais, com as células maduras exibindo uma maior atividade imunologica (Antia &
Vanaja, 1997). Ao contrério do que foi observado em lesGes L-lep, a reserva lipidica e os bacilos
foram restritos a uma populagéo de macréfagos situada na periferia dos granulomas (Figura 15F
e 15H). Ambos os componentes néo foram detectados nas populagdes de células epitelioides.
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Figura 15: Histopatologia das les6es cutaneas L-lep antes e no momento da RR. Coloragéo
com hematoxilina e eosina realizada nas lesdes de pele L-lep e RR L-lep (A-D). Lesédo cutéanea de um
paciente LL antes do episddio de RR, na qual um intenso infiltrado de macréfagos é observado (inserto e
setas pretas) (A). Les&o cutdnea de um paciente LL no momento do episodio de RR, onde os asteriscos
indicam granulomas e o inserto mostra células epitelioides (B). Lesdo cutdnea de um paciente BL sem
RR, na qual as setas pretas no inserto indicam linfécitos (C). Lesdo de pele de um paciente BL no
momento da RR, onde asteriscos pretos indicam granulomas e o inserto mostra células epitelioides (D).
Para visualizar as gotas lipidicas (vermelho) nos macréfagos espumosos (setas pretas), colora¢do de Qil
Red O foi feita em cortes congelados de lesées de pele LL (E) e LL com RR (F), na qual os asteriscos
indicam granulomas. O método de coloragdo de Wade foi realizado para identificar ML (vermelho) nas
lesdes de pele LL (G) e LL com RR (H), onde as setas pretas apontam para focos de bacilos. Barras: (A-
D) =200pm; (E e F) = 100pm; (G) = 20um e (H) = 50pm. As imagens séo representativas da avaliagéo de
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pacientes LL (n=8), BL (n=6), BL com RR (n=10) e LL com RR (n=9). As imagens foram obtidas no
microscopio Nikon E400 Eclipse e avaliadas no programa Infinity software.

As alteragbes morfoldgicas observadas nas lesdes RR L-lep provavelmente refletem um
novo estado de reativagdo imune a nivel tecidual. Estudos recentes tém demonstrado que
citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-1B, podem interferir com o panorama tissular ao induzir
diferenciagdo de macrofagos e células dendriticas (Bean et al., 1999; Schenk et al., 2014).
Nesse contexto, decidimos avaliar as novas populagdes celulares emergentes e a programagao

genética em andamento na lesdo de pele durante a RR.

Figura 16: Diversidade morfolégica de populagoes de células epitelioides em lesoes
cutaneas reacionais. Coloragdo com hematoxilina e eosina realizada nas lesdes de pele RR L-lep (A-
D). Lesdes cutaneas de um pacientes LL no momento da RR, onde asteriscos indicam granulomas com
células epitelioides (A e B). Detalhe das células epitelioides do granuloma mostrado em B (C).
Diversidade celular da populagdo de células epitelioides no granuloma reacional (D). Setas pretas
apontam para células com aspecto de plasmécitos no meio do infiltrado epitelioide (inserto). Barras: (A) =
200um; (B) = 100pum; (C e D) = 50pm. As imagens s&o representativas da avaliagdo de pacientes BL com
RR (n=10) e LL com RR (n=9). As imagens foram obtidas no microscépio Nikon E400 Eclipse e avaliadas
no programa Infinity software.

Populagées heterogéneas de macrofagos e células dendriticas estao presentes na lesao
de pele reacional.

Para avaliar a diversidade populacional exibida pela les@o de pele RR, nos selecionamos
marcadores adotados para fenotipagem de macréfagos e células dendriticas em humanos e
aferimos sua expressao em lesdes de pele de pacientes RR L-lep através de ensaios de imuno-
histoquimica. Como esperado, um intenso infiltrado de macréfagos foi observado no grupo RR L-
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lep, como indicado pela expressdo de CD68, um marcador classico de macrofagos humanos.
Células CD68* (>50% de células) foram observadas nos granulomas no grupo reacional (Figura
17A). A fim de estabelecer os fendtipos de polarizagao dos macréfagos da lesdo, a expressao de
marcadores de macréfagos M1 e M2 foram avaliadas nos pacientes com RR. O marcador de
macrofago M2, CD163, foi expresso em 10 a 50% de células dérmicas, localizando-se
principalmente na periferia do granuloma reacional, estando ausente na porgdo central onde as
celulas epitelioides se concentram (Figura 17B). CD209, também considerado um marcador de
macrofagos M2 e presente também em células dendriticas, foi observado em alta frequéncia
(>50% de células) no grupo RR L-lep. Células CD209* se concentraram principalmente no centro

do granuloma reacional (Figura 17C).

CD80, por outro lado, foi fracamente expresso na RR. Em pacientes RR L-lep, esse
marcador foi encontrado em algumas células epidérmicas, na derme papilar, dentro do infiltrado
inflamatério e granulomas (Figura 17D). Além disso, o CD86 também foi detectado em individuos
reacionais (10 a 50% de células), se concentrando nos granulomas e na derme das lesdes
cutédneas. O CD11c, que caracteriza células de origem mieloide, foi intensamente expresso
(>50% de células), presente nos granulomas reacionais, marcando também células epitelioides

nas lesdes RR L-lep (dados nao mostrados).

A diversidade fenotipica também foi observada nas populagdes de células dendriticas. O
marcador de células de Langerhans, CD1a, apresentou positividade em populagbes dérmicas e
epidérmicas no grupo RR L-lep. Na derme, essas células encontravam-se restritas aos
granulomas e infiltrados inflamatérios (Figura 17E). O grupo RR L-lep apresentou uma expressao
moderada de CD1b (10 a 50% de células), com marcagao restrita aos granulomas (10 a 50% de
células) e incluindo também células epitelioides (Figura 17F). O marcador fenotipico de células
dendriticas maduras e ativadas, CD83, exibiu uma expressdo moderada nas lesdes reacionais
(10 a 50% de células). Células CD83* foram identificadas no centro do granuloma de RR, com
algumas delas exibindo o aspecto morfolégico de células dendriticas, sendo observadas também

células gigantes positivas para esse marcador na derme de lesées RR L-lep (Figura 17G).

Sabe-se que o TLR2 é uma molécula chave na ativagao da resposta imune inata contra
micobactérias (Krutzik et al., 2003). Nas lesdes de pele RR L-lep, esse receptor foi identificado
em células intraepidermais e dentro do granuloma (10 a 50% de células), marcando células
epitelioides (Figura 17H).

Recentemente, estudos tém descrito a molécula BDCA4 como um marcador fenotipico

para algumas subpopulagées de células dendriticas (Dzionek et al., 2000; Blomberg et al., 2003).
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Nossos dados mostraram que BDCA4 foi expresso por células distribuidas em areas periféricas
e centrais do granuloma reacional (dados ndao mostrados). Finalmente, o marcador de células
dendriticas plasmocitoides, CD123, foi intensamente expresso nas leses de pele reacionais
(>50% de celulas), com positividade na regido central do granuloma, marcando também células

epitelioides (Figura 171 e 17J).

Nossos dados propdem a coexisténcia de diversos fendtipos de macrofagos na leséo de
pele de RR L-lep, assim como a expressao de marcadores de células dendriticas em populacoes
morfologicamente distintas, indicando tanto a sua participacdo na fisiopatologia do episddio
quanto sua importancia para organizacdo e formagdo do granuloma. Além disso, também
sugerem que a populacdo de células epitelioides exibe um fenédtipo misto, expressando
marcadores de macréfagos e células dendriticas no contexto imunolégico da RR. Uma
observagéo inesperada foi a predominéancia de células CD123* na leséo de pele reacional, e
devido a falta de dados a respeito dessa populagédo no ambiente cutaneo humano, a proxima

etapa do nosso estudo foi investigar esse tipo celular em nosso modelo.
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Figura 17: Populagoes de macrofagos e células dendriticas em lesdes cutdneas de
pacientes L-lep com RR. A analise imuno-histoquimica mostrou a presenga de macréfagos e células
dendriticas em lesdes de pele RR L-lep. O marcador classico de macréfago, CD68, foi encontrado
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principalmente no granulomas das formas reacionais (inserto e asterisco indicam granuloma e setas
pretas apontam para células CD68*) (A). CD163, um receptor scavenger de macréfagos, estava ausente
no centro do granuloma da RR, presente, principalmente na periferia dessa estrutura (B). CD209, outro
marcador de macrofago, foi visto na derme, com algumas células CD209* no granuloma reacional (C).
CDB80 foi observado na derme das lesées RR (D). Em relagdo as populagbes de células dendriticas,
CD1a, marcador de células de Langerhans, foi observado na epiderme e infiltrado reacional (E). O
marcador fenotipico, CD1b foi encontrado em nos granulomas (centro e periferia), com positividade na
epiderme (ver inserto e asteriscos) (F). O marcador de células dendriticas maduras, CD83, foi observado
na derme e granulomas de lesdes RR L-lep (setas pretas) (G). Expressdo de TLR2, um receptor da
imunidade inata, foi localizada em granulomas e no infiltrado dérmico de pacientes RR (ver inserto e
asteriscos) (E). O marcador de célula dendritica plasmocitoide, CD123, foi expresso em altos niveis em
lesbes de RR, principalmente no granuloma (ver insertos e asteriscos) (I e J). Essas observagdes sao
representativas de pacientes LL com RR (n=2) e BL com RR (n=6) antes do tratamento com prednisona.
Barra de escala: (A, C-E, G e J) = 100um; (B e H) = 50um. (F e I) = 200um. As imagens foram obtidas no
microscopio Nikon E400 Eclipse e avaliadas no programa Infinity software.

CD123 pode estar envolvido na reemergéncia da imunidade inata tecidual em lesées de
pele L-lep no inicio da RR.

Como descrito anteriormente, uma alta frequéncia de células CD123* foi observada em
lesdes de pele RR L-lep, e considerando que essa populagdo tem sido detectada em muitas
doengas e implicada na patogénese das mesmas, nosso proximo passo foi investigar a
expressao dessa molécula em lesdes de pele de pacientes L-lep com ou sem RR (Nomura et al.,
2009; Varughese et al., 2009; Vermi et al., 2009; Farkas et al., 2001; Van Krinks et al., 2004;
Wollenberg et al., 2002; Gilliet et al., 2004). A avaliagdo da expressao génica através de PCR em
tempo real, confirmou os resultados da analise de imuno-histoquimica, mostrando um aumento
do mRNA de CD123 nas lesdes de pele RR L-lep em comparagéo com o grupo L-lep (p=0,0044)
(Figura 18A). A analise da expressao génica de CD123 de cada paciente antes e no momento da

RR mostrou esse fendmeno mais claramente (p=0,0423) (Figura 18B).

Ao avaliar as ceélulas isoladas de lesdes de pele de ambos 0s grupos por citometria de
fluxo, foi encontrada uma alta porcentagem de células CD123* no material dos pacientes
reacionais quando comparado com os individuos L-lep (p=0,0353) (Figura 18C). A investigacéo
da expressdo génica de CD123 nas amostras sanguineas mostrou uma maior expressao dessa
molécula em pacientes L-lep em comparagdo ao grupo RR L-lep (p=0,0043), contrariando o
padrdo observado nas lesdes cutaneas dos grupos (Figura 18D).

Para estabelecer os possiveis indutores da expresséo de CD123 nas lesdes RR L-lep,
ensaios in vitro foram realizados com mondcitos de individuos saudaveis estimulados por
24 horas com rhTNF-a (10 ng/ml) e ML irradiado (MOI 10:1), ja que ambos estdo presentes na

lesdo reacional (Figura 15H e 21A). Ap6s a analise por citometria de fluxo, nenhuma diferenca foi
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observada na expressdo de CD123 com a adigdo de rhTNF-a, mas o ML foi capaz de induzir a

expressao dessa molécula (p=0,0085) (Figura 18E).

Ja que o CD123 é a cadeia a de baixa afinidade do receptor de IL-3, nds avaliamos a
expressdo dessa citocina nas lesdes e no sangue de ambos o grupos. Surpreendentemente,
niveis de mRNA de IL-3 ndo foram detectados em nenhuma das 8 amostras de lesdes de pele L-
lep analisadas, sendo observada expressao em somente 5 casos RR-L-ep dos 8 examinados
(Figura 18F). Ja no sangue, nao foi observada expressédo dessa citocina em nenhum dos grupos
(dados ndo mostrados). Deste modo, nossos dados indicam a existéncia de mecanismos
dependentes de IL-3 em curso na lesdo de RR, destacando o possivel papel de células CD123*

na ativacao da resposta imune inata durante esse episodio inflamatério.
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Figura 18: Expressao de IL-3 e seu receptor, CD123, em lesdes cutaneas L-lep sem e no
momento da RR. A expressédo génica de IL-3 e CD123 avaliada por PCR em tempo real. A expresséo
génica de CD123 foi mais alta nos pacientes com RR do que individuos L-lep (8 L-lep e 16 RR-lep) (A) e
no momento reacional de individuos avaliados antes e no inicio do episodio (n=5) (B). A expressao
proteica de CD123 avaliada através de citometria de fluxo em células extraidas de lesdes cuténeas de
ambos 0s grupos (6 L-lep e 5 RR L-lep) (C). A expressao génica do CD123 foi avaliada também no
sangue desses pacientes (D). Expressdo de CD123 analisada por citometria de fluxo em mondcitos de
doadores saudaveis estimulados com rhTNF-a (10ng/ml) e ML (MOI 10:1) (n=5) (E). Expresséo de IL-3 foi
detectada apenas em lesdes de pele RR L-lep (8 L-lep e 8 RR L-lep) (F). Teste de Mann-Whitney (A,C e
D), teste de Wilcoxon (B) e teste de ANOVA (E) foram usados na analise estatistica. *p<0.05 e **p<0.01
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Células CD123* em lesoes de pele RR L-lep exibem uma combinagao de fenétipos de
macréfagos e células dendriticas.

Ja que nossos dados anteriores mostraram um aumento de expressdo de CD123 nas
lesdes de pele RR L-lep, nosso préximo objetivo foi avaliar se os macrofagos e células
dendriticas expressavam esse receptor. Com esse propdsito, ensaios de imunofluorescéncia
foram realizados usando CD123 juntamente com os marcadores fenotipicos ja mencionados
dessas populagdes. A colocalizagdo de CD68 e CD123 foi observada em ambos os grupos
(Figura 19A), indicando que nessas lesdes, os macrofagos expressam o receptor de IL-3.
Entretanto, as lesdes RR L-lep exibiram uma porcentagem maior de células duplo-positivas
quando comparadas ao grupo L-lep (p=0,0005) (Figura 19M). Células CD68* também foram
detectadas nos dois grupos, indicando que apenas uma fragdo da populagdo de macrofagos
expressam CD123 (Figura 19A).

Um padréo diferente foi observado para o marcador BDCA4, o qual colocalizou com
todas as células CD123* (Figura 19B). As células duplo-positivas apresentaram uma maior
frequéncia nas lesdes de pele reacionais (p=0,0227) (Figura 15M), mas células positivas
somente para BDCA4 n&do foram detectadas em nenhum dos grupos, sugerindo que esse
marcador é expresso por toda a populagdo CD123*. O marcador de células de Langerhans,
CD1a, foi expresso em células CD123* localizadas na derme de ambos os grupos de lesdes,
apesar dessa populagdo ser mais frequente nos individuos RR L-lep (p=0,0055) (Figura 19C e
19M). A populagdo CD1a*CD123— ficou restrita a epiderme em ambos 0s grupos, com uma

expressao maior nas amostras reacionais (Figura 19C).

Além disso, os marcadores CD11c, CD209, CD1b, CD83, CD14 e CD86 foram avaliados
juntamente com o CD123, e populagdes duplo-positivas foram observadas para todos eles. Nas
lesbes cuténeas RR L-lep, a porcentagem de células CD11c*/CD123* foi maior quando
comparada ao grupo L-lep, apontando para origem mieloide dessa populagéo (p=0,0142) (Figura
19D e 19M), com a presencga também de células CD11c* nos dois grupos. CD209 colocalizou
com CD123 tanto em lesdes RR L-lep quanto L-lep, como uma frequéncia mais alta dessas
células nos individuos reacionais (p=0,0378) (Figura 19E e 19M). A expressdo simultanea de
CD1b e CD123 foi encontrada em ambos 0s grupos, sem diferencas observadas em relagédo a
quantidade dessa populagdo (Figura 19F e 19M). Células CD83*/CD123* (p=0,0017),
CD14+/CD123* (p=0,0002) e CD86*/CD123* (p=0,0187) também foram encontradas nas lesdes
de pele dos dois grupos, com uma maior representacao dessas populagdes nos individuos com
RR (Figura 19G — | e 19M). Os pacientes reacionais também apresentaram uma maior



60

frequéncia de células BDCA2+/CD123* (p=0,0053) e TLR2*/CD123* (p=0,0064) que individuos
sem RR (Figura 19J — M).

Nossos dados indicaram que em lesdes de RR, as populagbes de macréfagos e células
dendriticas expressam CD123 em uma maior frequéncia quando comparados aos pacientes néo
reacionais, possivelmente tornando essas células mais sensiveis a agdo de IL-3 e reforgando a
ideia de que essa molécula esta intimamente relacionada ao processo inflamatério que

acompanha o episodio de RR.
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Figura 19: Caracterizagdo das células CD123* em lesdes cutaneas L-lep e RR L-lep. A
avaliagdo do conjunto de marcadores expressos por células CD123* nas lesdes L-lep e RR L-lep foi
realizada por ensaios de imunofluorescéncia. Foi observada colocalizagdo de células CD123* (vermelho)
tanto com marcadores de macrofagos (verde) quanto de células dendriticas (verde) em ambos os grupos.
Células CD123*/CD68* (A), CD123*/BDCA4* (B), CD123*/CD1a* (C), CD123*/CD11c* (D), CD123*/
CD209* (E), CD123*/CD1b* (F), CD123*/CD83* (G), CD123*/CD14* (H), CD123*/CD86* (I), CD123*/
BDCAZ2* (J) e CD123*/TLR2* (L) foram encontradas em ambos 0s grupos, entretanto em maior frequéncia
nas lesdes RR L-lep (M). Os asteriscos brancos apontam para epiderme das lesdes cuténeas. Os nucleos
das células (azul) foram corados com DAPI. Uma andlise quantitativa de células duplo-positivas
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(densidade de volume - V%) foi realizada (M). Os dados s&o representativos 8 lesdes cutaneas de cada
grupo. Imagens de imunofluorescéncia visualizadas e obtidas através do microscopio Colibri da Zeiss.
Barra = 50um. O teste ndo pareado com corre¢do de Welch foi usado para analise estatistica *p<0.05,
“p<0.01, *** p<0.005 e # p<0.001.

Células CD123* se concentram em areas de células epitelioides em lesdes de pele RR L-
lep.

Devido a existéncia de poucos dados sobre células epitelioides e o fato de mondcitos
plasmocitoides, cujo marcador fenotipico € o CD123, serem seus potenciais precursores
(Crawford et al., 2011), nds caracterizamos as subpopulagdes de células presentes no
granuloma RR L-lep através de ensaios de imunofluorescéncia, usando CD123 e marcadores de
macréfagos e células dendriticas. Células BDCA4+/CD123* e BDCA2*/CD123* foram
encontradas no granuloma RR (Figura 20A e 20B). Confirmando os dados de imunohistoquimica
(Figura 17B), nds observamos a auséncia de marcagao de CD163 nas células CD123* no centro
do granuloma, assim como, poucas células CD123* com fraca expressdo de CD163 restritas a
area periférica (Figura 20C). A colocalizagdo da enzima imunoregulatéria IDO com a populagéo
CD123* no granuloma, sugere que essas células produzem essa molécula, e, portanto,

contribuem para o curso da resposta imune da RR (Figura 20D).
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Figura 20: Caracterizagdo das populagées CD123* no granuloma de lesbes de pele
reacionais. Ensaios de imunofluorescéncia foram realizados para avaliar os marcadores populacionais
expressos pelas células CD123* no ambiente do granuloma reacional. A colocalizacdo de CD123
(vermelho) com os marcadores BDCA2 e BDCA4 (verde), conhecidos como marcadores de células
dendriticas, foi observado (A e B). O marcador de macréfago CD163 (verde) foi fracamente expresso por
células CD123* (vermelho) no granuloma, com a positividade para o CD163 restrita a periferia (C).
Células CD123* no granuloma também expressam a enzima IDO (verde), como mostrado em (D). Os
dados mostrados sdo representativas de 5 amostras dos grupos RR L-lep. Imagens de
imunofluorescéncia visualizadas e obtidas através do microscopio Colibri da Zeiss. Barra =50um
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Em conjunto, esses dados revelaram que a expressdo de CD123 se concentra
principalmente em células epitelioides na por¢ao central do granuloma de RR, e n&o na regido
periférica onde a micobactéria é encontrada (Figura 15H). Ja que células epitelioides séo
consideradas n&o fagociticas, € possivel que elas contribuam para fungéo do granuloma de uma
maneira imunoregulatoria, como evidenciada pela expressdo de IDO, e, portanto, refletem a
nova programacado génica em andamento na RR. Entretanto, nossa analise n&o é suficiente para

chegarmos a essa concluséo, sendo necessaria uma investigagdo mais aprofundada.

Mediadores pré-inflamatérios da RR prevalecem sobre o estado imunossupressor nas
lesdes de pele L-lep.

Para desvendar as moléculas envolvidas na ruptura da imunossupressdo dos pacientes
L-lep no inicio da RR, a expressao génica das lesdes cutaneas de ambos os grupos foi avaliada
por PCR em tempo real. Um aumento na expressao do receptor de vitamina D (VDR) (p=0,028),
assim como IL-15 (p=0,0381) foi verificado em les6es de pele RR L-lep quando comparados com
0 grupo L-lep (Figura 21A), apontando para a reativagao da via de vitamina D nesses pacientes
durante o episddio de RR. A citocina Th1, IFN-y, também estava mais expressa nas lesdes RR
L-lep (p=0,0253) em comparagao com as lesdes L-lep, juntamente com a quimiocina regulada
por IFN-y, a CXCL10 (p=0,0188) (Qi et al., 2009) (Figura 21A).

Além disso, TLR-2, um receptor de imunidade inata que reconhece antigenos
micobacterianos (Krutizik et al., 2003), foi expresso em maiores niveis nos pacientes RR L-lep
quando comparado com lesbes L-lep (p=0,013) (Figura 21A). Um aumento de TNF-a foi
observado nas lesdes reacionais quando comparado aos pacientes que ndo estavam em RR
(p=0,005) (Figura 21A). Ja a expressdo de IL-1B ndo apresentou diferenga entre os grupos,
apesar de alguns pacientes em RR exibirem altos niveis dessa citocina (Figura 21A). Finalmente,
0s niveis da enzima IDO estavam mais altos no grupo RR L-lep quando comparado com as
amostras L-lep (p=0,0012) (Figura 21A). A figura 22 mostra a mudancga da expressédo génica de
cada paciente L-lep antes e no momento da RR, indicando claramente 0 aumento dos niveis
dessas moléculas. Esses dados demonstraram em cada individuo o processo de reprogramagao
génica no inicio da RR, indicando o aumento de expressdo de moléculas envolvidas em
respostas Th1 e mecanismos antimicrobianos, como a IDO (p=0,0268), a IL-15 (p=0,0288) e 0
TNF-a (p=0,0195).

Como observado na Figura 17, a lesao de RR L-lep é caracterizada pela coexisténcia de
populagdes de macréfagos com perfil funcional M1 e M2. Desse modo, nosso proximo passo foi

investigar a expressé@o de moléculas envolvidas na polarizagédo de macréfagos nos dois grupos
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através de PCR em tempo real. Os niveis de GM-CSF (p=0,0265) e M-CSF (p=0,0464),
conhecidos como fatores de diferenciagédo e indutores de polarizagdo de macrofagos (Lacey et
al., 2012) estavam elevados na lesdo RR L-lep quando comparados com o grupo L-lep (Figura
21B), justificando a diversidade fenotipica observada na les&o reacional. Por outro lado, a
expressdo de moléculas consideradas marcadores de macréfagos M2, como o receptor
scavenger A (SRA-I) (p=0,0008) e PPAR-y (p=0,0117), foi reduzida durante o episodio reacional
em comparagao com pacientes L-lep, néo havendo diferenga nos niveis de CD163 (Figura 21C).
Esses dados indicaram que mesmo com a presenga de macréfagos M1 e M2 na lesdo RR L-lep,
ha uma redugéo da popula¢do M2, sugerindo a reemergéncia da resposta imune inata contra o
ML.
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Figura 21: Perfil de expressao génica em lesdes cutaneas L-lep e RR L-lep. Expressao génica
de diversas moléculas inflamatérias avaliada por PCR em tempo real em les6es de pele de pacientes L-
lep com e sem RR. Moléculas pré-inflamatérias, como TNF-a, IDO, VDR, CXCL10, TLR2, IFN-y e IL-15
foram mais expressas nas leses de pele reacionais quando comparados ao grupo L-lep (A). Genes
envolvidos na polarizagdo de macréfagos M1 e M2 também foram expressos diferencialmente em ambos
0s grupos. M-CSF e GM-CSF estavam elevados nas lesdes de pele de RR L-lep (B) e os marcadores de
macréfagos M2 (PPAR-y e SRA-I) foram reduzidos nesses pacientes (C). Nos gréficos, os circulos e 0s
quadrados pretos sé@o representativos de amostras individuais do grupo L-lep e RR L-lep,
respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi usado para analise estatistica.”*p<0.05, **p<0.01 e
***p<0.001. NS - néo significativo.
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Figura 22: A RR induz um aumento de citocinas Th1 no inicio do episédio em pacientes L-
lep. A expressao génica de moléculas Th1 em individuos L-lep antes e no momento de RR foi avaliada
por PCR em tempo real. A expresséo génica de /DO (A), IL15 (B), TNF-a (C), CXCL10 (D) and IFN-y (E)
exibiram o mesmo padrao de aumento no inicio da RR. Os dados sdo representativos de pelo menos 5
pacientes L-lep que desenvolveram RR. O teste de Wilcoxon foi usado para analise estatistica. *p<0.05.
NS - ndo significativo.

O rompimento do estado imunossupressor que ocorre com 0 inicio da RR demonstrado
pelo perfil descrito acima foi reforcado pela raz&o dos niveis de expresséo de citocinas pro-
inflamatérias e IL-10. Apesar de néo ter diferenga nos niveis de expressao de IL-10 nas lesdes
de pele entre os dois grupos (Figura 23A), a razdo entre a expressao génica de IL-15 (p=0,0238),
CXCL10 (p=0,0013) e TNF-a (p=0,0159) com a IL-10 demonstra que os niveis dessas moléculas
excederam os de IL-10 nas lesdes reacionais (Figura 23B — D). Isso mostra novamente a
reprogramacao génica que ocorre com a emergéncia da resposta imune. Vale ressaltar que a
comparacgao entre os dados de expressao génica de pacientes RR L-lep que estavam tomando
PQT com aqueles que néo estavam ou ainda ndo tinham sido tratados né@o apresentou diferenca
estatistica (dados ndo mostrados), indicando que o tratamento de hanseniase n&o interferiu com

a expressao de moléculas envolvidas na RR.
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Figura 23: A razdo entre citocinas pré-inflamatérias e IL-10 nas lesbes cutdneas de
pacientes L-lep com e sem RR. A expressao génica de IL-10 foi avaliada por PCR em tempo real e
nenhuma diferenca foi observada entre os grupos (A). A razdo da expressdo génica de IL-15/IL-10 (B),
CXCL10/IL-10 (C) and TNF-al/lL-10 (D) foi maior no grupo RR L-lep quando comparado ao grupo L-lep.
Nos graficos, os circulos e os quadrados pretos sao representativos de amostras individuais do grupo L-
lep e RR L-lep, respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi usado para anélise estatistica. *p<0.05 e
**p<0.01. NS — néo significativo.

O padrao de expressao génica dos mediadores inflamatérios no sangue de pacientes L-

lep com ou sem RR contrasta com perfil observado nas lesdes de pele.

A discordéncia entre a gravidade e a sintomatologia clinica sistémica da RR tem sido
amplamente discutida, sugerindo que esse processo apresenta uma baixa repercussdo nas
redes inflamatdrias sistémicas. Entretanto, altos niveis de citocinas inflamatérias no sangue de
pacientes reacionais tém sido reportados, € ja que elas ndo levam ao aparecimento de sintomas
sistémicos, pode-se assumir que elas sejam originalmente produzidas nas lesdes (Sarno et al.,
1991; Tung et al., 1987; Parida et al., 1992; Stefani et al., 2009). Deste modo, nosso préximo
passo foi investigar o padrdo de expressdo génica de algumas moléculas previamente avaliadas
no sangue total de individuos L-lep antes e no momento do episddio reacional pela técnica de
PCR em tempo real. Surpreendentemente, a expresséo de IDO (p=0,0317) e TNF-a (p= 0,0043),
duas moléculas expressas em altos niveis na lesdo de RR (Figura 21A), estavam mais elevadas
no sangue de pacientes L-lep do que nos individuos reacionais (Figura 24A e 24B). O mesmo
padrdo pode ser visto para IFN-y (p=0,0571), apesar de ndo haver diferenca estatistica (Figura
24C).
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Figura 24: O perfil de expressao génica no sangue de pacientes L-lep com e sem RR. A
expressdo génica de TNF-qa, IDO e IFN-y foi avaliada por PCR em tempo real em amostras de sangue L-
lep e RR L-lep. TNF-a (A) e IDO (B) foram mais expresso no sangue de pacientes L-lep sem RR quando
comparados com o grupo reacional. Nao foram observadas diferencas estatisticas em relacdo a
expressdo de IFN-y (C). Nos graficos, os circulos e os quadrados pretos sao representativos de amostras
individuais do grupo L-lep e RR L-lep, respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi usado para analise
estatistica. *p<0.05 e **p<0.01. NS - ndo significativo.

Esses dados em conjunto com os experimentos anteriores, mostraram que a ativagao
imune que ocorre no contexto da RR € local e possivelmente mediada por populagdes celulares
que residem ou chegam a lesdo cutédnea. Ao demonstrar que os padrdes de expressédo de
algumas moléculas encontradas no sangue n&o correspondem ao encontrado na lesdo, nds
mostramos que quando se trata da imunologia de hanseniase deve-se ter cuidado ao extrapolar
os dados observados em um compartimento para o outro. Entretanto, o significado biolégico

desse fenémeno e o real impacto no curso da doenca requer mais investigagao.
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VI. DISCUSSAO

O desenvolvimento da RR em pacientes L-lep € intrigante, ndo s6 pela auséncia de uma
resposta imune direcionada ao ML nas formas BL e LL, mas também pela ocorréncia de uma
mudanga temporaria no status imunolégico desses individuos em direcao ao polo TT da doenga
durante esse episddio (Yamamura et al., 1991). Apesar do desenvolvimento de RR nas formas
clinicas borderline ser frequente, o aparecimento desse fendmeno nas formas LL subpolares é
bastante raro e, provavelmente, afeta uma porcao pequena de individuos capazes de manter
baixos niveis de uma resposta especifica contra 0 ML, 0s quais s&o suprimidos durante o curso
da infeccdo (Wade, 1955; Kar & Job, 2005). Portanto, ndo se pode descartar que em alguns
desses pacientes, mesmo apresentando um quadro intenso de anergia imunoldgica, a imunidade
inata pode ser reativada em circunstancias extraordinarias. No nosso estudo, optamos por incluir
somente individuos rigorosamente classificados como as formas clinicas BL e LL, com o

proposito de excluir qualquer componente tuberculoide da resposta imune desses pacientes.

Recentemente, um amplo espectro de subtipos populacionais de macréfagos e células
dendriticas tem sido descrito, atestando a grande variedade fenotipica desses tipos celulares.
Entretanto, diversos estudos tém demonstrado a consideravel plasticidade dessas células,
questionando sua estabilidade, e sugerindo que fatores microambientais ou condi¢des
inflamatorias poderiam ndo somente determinar seus perfis fenotipicos e programagéo genética,
mas também afetar os processos de maturagéo e diferenciagdo no tecido (Galli et al., 2011). No
episodio reacional ocorre uma liberagdo repentina de mediadores imunes inflamatérios que
prevalecem sobre o estado imunossupressor do paciente, cujas fontes sdo provavelmente
populagdes celulares residentes da pele, como linfécitos y6, células NK, macréfagos residentes,
subpopulagdes de células dendriticas e linfécitos T de memoria. Todos esses componentes
imunes, por sua vez, poderiam ter um papel chave na organizagdo panoramica da leséo de pele
desses pacientes (Galli et al., 2011; Khanolkar-Young et al., 1995; Little et al., 2001; Cooper et
al., 1989). Nossos dados revelaram, pela primeira vez, a existéncia de tipos celulares que
expressam CD123 na les&o reacional da hanseniase. Além disso, nds identificamos a presenca
de diversos fendtipos de macrofagos e células dendriticas na lesdo de RR L-lep, sugerindo a

ocorréncia de um processo de transi¢do no status imunoldgico nos individuos desse grupo.

Na avaliacdo histopatologica, as lesdes cutaneas de RR L-lep ndo exibiram diferencas
notaveis entre si, apesar desse grupo ser composto por pacientes com duas formas clinicas
distintas (LL e BL). Entretanto, uma mudanca drastica foi observada no panorama tecidual na RR

em comparagao ao padréo observado nas lesdes avaliadas no diagnéstico de hanseniase. Uma
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intensa infiltragdo de macrofagos em pacientes BL e LL foi substituida no episodio reacional por
granulomas frouxamente estruturados e focos desorganizados de células epitelioides (Figura
15). O aspecto heterogéneo da populagéo de células epitelioides indicam provavelmente niveis

diferentes de maturidade e funcionalidade (Figura 16) (Antia & Vanaja, 1997).

Células repletas de lipidios, apesar de frequentes nas les6es L-lep, foram reduzidas a
escassos exemplares dispersos pela derme na leséo de pacientes com RR (Figura 15). Esse
fato esta de acordo com a emergéncia da resposta imune nesses pacientes, ja que as reservas
lipidicas tém carater imunossupressor, sendo foco de produgédo de eicosanoides, como PGE,
inibindo a via microbicida da vitamina D e a expressdo de moléculas CD1 na diferenciagao de
células dendriticas (Cruz et al., 2008; Mattos et al.,2010).

As mudangas morfologicas nas lesbes cutdneas do grupo RR L-lep foram
acompanhadas pela heterogeneidade fenotipica das populagdes mielomonociticas. As células
epitelioides exibiram tanto marcadores de macréfagos quanto de células dendriticas, aludindo a
complexidade desse tipo celular. Essas células encontradas no granuloma exibiram um perfil
CD68*, CD83*, CD209*, CD1b*, CD11c* e CD123*, mas n&o expressaram CD163 (Figure 17).
Dados de imunofluorescéncia indicaram também que esse tipo celular também expressa BDCA2
e BDCA4, sugerindo que a célula epitelioide exibe caracteristicas de células dendriticas, ja que
esses marcadores sdo adotados para definir células dendriticas plasmocitoides (Figura 20)
(Dizionek et al., 2000). Nossos dados demonstraram que células epitelioides da lesédo de RR
compartilham caracteristicas fenotipicas com os mondcitos plasmocitoides (Fachetti & Vermi,
2002), séo provavelmente de origem mieloide como mostrado pela co-expressdo de CD11c, mas
nao expressam o receptor scavenger CD163. A auséncia de expressdo de CD163 pode ser uma
das razbes pela qual ndo foram encontrados bacilos nessas células (Figura 15), ja que esse

receptor auxilia a fagocitose do ML (Moura et al., 2012).

No entanto, o fendtipo dessa populagdo ndo estd bem definido, j& que exibiram a
expressao de marcadores de dois tipos celulares diferentes. Nao se pode descartar a
possibilidade de que as células epitelioides sejam um estado de diferenciagdo alcangado por
macroéfagos e células dendriticas em um cenario imune especifico, contribuindo para formacéo e
funcdo do granuloma. No entanto, mais investigagdes sdo necessarias para que possamos

estabelecer a real extenséo da diversidade da célula epitelioide.

Ja esta estabelecido que lesdes de pele L-lep apresentam um conjunto de moléculas
intimamente relacionadas com o estado imunossupressor da doenga, como, por exemplo, a

grande reserva celular de fosfolipidios, a alta expressdo da enzima regulatoria IDO e de
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receptores scavenger, como SRA-I, MARCO, CD36 e CD163 (Cruz et al., 2008; Montoya et al.,
2009; de Souza Sales et al., 2011; Moura et al., 2012). Entretanto, quando esses pacientes
desenvolvem o episodio reacional, o programa de expressdo génica em curso nessas lesdes
sofre uma série de alteragdes em direcdo ao perfil de resposta Th1, reestabelecendo de maneira
limitada a imunidade tecidual. Nossos dados revelam claramente um aumento de expresséo de
moléculas relacionadas a imunidade inata e adquirida em lesdes RR L-lep quando comparadas
aos individuos L-lep (Figura 21 e 22). A citocina IL-15 e o receptor de vitamina D apresentaram
alta expressao nas lesdes RR L-lep em comparagdo com o grupo L-lep, fato que de acordo com
Montoya e colaboradores (2009) é essencial para uma resposta microbicida eficiente, podendo
ser um dos mecanismos responsaveis pela redu¢do na carga bacilar observada nos individuos
reacionais (Figura 21). O aumento da expressdo de IFN-y observado em les6es de RR esta de
acordo com a alta imunidade mediada por células vista nesse episodio, corroborando os dados
publicados por Yamamura (1991) (Figura 21). CXCL10, uma quimiocina induzida por IFN-y,
também foi expressa em altos niveis no grupo reacional em comparagdo com o L-lep,
confirmando a associagao ja descrita dessa molécula com o episodio reacional, tanto no sangue
quanto na lesdo cutanea (Scollard et al., 2011; Stefani et al., 2009). Tanto a expressao génica
quanto proteica de TLR2 foi encontrada aumentada na RR e, ja que esse receptor esta envolvido
no reconhecimento de ML (Krutzik et al., 2003), essa molécula pode estar envolvida nos eventos

iniciais que deflagram a reativagao do sistema imune inato nos pacientes L-lep (Figura 17 e 21).

Uma peculiaridade da lesdo de RR em pacientes L-lep é a formagdo do granuloma
epitelioide em um ambiente antes tomado completamente por macréfagos espumosos (Figura
15), e no contexto da hanseniase, essa estrutura esta associada com as formas clinicas mais
resistentes da doenca. Portanto, esse estudo reforga a visdo do granuloma como uma estrutura
protetora (Ramakrishnan et al., 2012). Ha fortes evidéncias que apontam para o TNF-a como
uma molécula essencial para formagéo e manutengdo dessa estrutura (Algood et al., 2005; Bean
et al., 1999; Chakravarty et al., 2008; Flynn et al., 1995), portanto a maior expressdo dessa
citocina observada nas lesdes reacionais em comparagdo com o grupo L-lep ja era esperada
(Figura 21 e 22).

Além disso, os altos niveis de TNF-a e IFN-y nas lesdes de pacientes com RR justifica a
elevada expressdo génica de IDO nesse grupo em comparagdo com as formas L-lep, ja que
ambas as citocinas podem induzir essa enzima (Robinson et al., 2005). Na hanseniase, muitos
mecanismos imunoregulatérios parecem estar associados com o estabelecimento das formas
polares da doenga, e a via de IDO é apontada como um deles (de Souza Sales et al.,2011). A

capacidade da IDO de promover o catabolismo do aminoacido essencial triptofano, pode ser
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vista como um mecanismo microbicida que auxilia no controle da carga parasitaria nas células
hospedeiras (Mackenzie et al., 2007). Entretanto, desde que foi descrito que células dendriticas
produtoras de IDO podem induzir anergia em linfécitos T, estudos tém focado no papel

imunossupressor dessa enzima (Xu et al., 2008).

Foi sugerido que IDO é umas das principais moléculas indutoras da anergia celular
observada no polo LL da hanseniase, ja que essas formas exibem uma alta expresséo proteica
dessa enzima em comparagdo com lesdes de pacientes BT, sendo detectada também uma
maior atividade dessa molécula nos soros de individuos LL em comparacdo com pacientes em
RR (de Souza Sales et al., 2011). Nossos dados revelaram que uma elevada expresséo de IDO,
assim como TNF-a, no sangue de individuos L-lep quando comparados com o grupo RR L-lep
(Figura 24), contrariando o padrdo de expressao génica observado nas lesdes de pele, porém
justificando os dados anteriores do nosso grupo, que observaram uma maior atividade de IDO e
niveis de TNF-a nos soros das formas LL quando comparados com os pacientes reacionais (de
Souza Sales et al., 2011).

Até o momento, devido as suas propriedades funcionais opostas, o papel de IDO na
resposta imune tem sido controverso, e no contexto de uma doenga complexa como a
hanseniase, a situagcdo ndo é diferente (Martiniuk et al., 2012). Talvez, ao se tratar dessa
enzima, deve-se levar em consideragdo o cenario imunologico predominante, e o fato de que
essa molécula, quando influenciada por agentes ainda desconhecidos, pode direcionar uma
resposta pro-inflamatéria ou induzir um estado imunossupressor no ambiente tecidual. Deste
modo, nosso estudo sugere que altos niveis de IDO nas formas L-lep, em conjunto com outros
mecanismos anti-inflamatdrios, levam ao quadro de anergia observado neste polo. Entretanto, a
chegada do episddio reacional, por meio de eventos ainda incompreendidos, rompe a barreira
imunossupressora e restabelece a resposta imune, e a IDO nesse cenario, funcionaria como um
mecanismo microbicida e regulador que agiria na eliminagéo do bacilo na leséo e no controle da

inflamacé&o tecidual.

No nosso estudo, apesar da emergéncia da resposta imune e aumento de citocinas pro-
inflamatdrias na leséo de RR, nao foi observada diferenga na expresséo génica da molécula anti-
inflamatéria IL-10 entre os grupos avaliados (Figura 23). Em contraste com os nossos dados,
outros estudos mostraram um aumento dessa citocina em lesdes de pele reacionais em
comparagdo com o grupo controle. Mas, &€ importante ressaltar que entre os pacientes avaliados
nos grupos controle e reacional, havia as formas TT e LL (Andersson et al., 2005; Atkinson et al.,
2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martiniuk%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22527432
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A razdo entre os niveis de citocinas pro-inflamatérias e de IL-10 é considerada um bom
indicador da natureza da resposta imune do hospedeiro contra micobactérias (Salina &
Morozova, 2004; Jamil et al., 2007; Lima et al., 2000). Nossos dados mostraram que nas lesfes
de RR a expressdo de TNF-a, IL-15 e CXCL10 superam os valores observados para IL-10,
indicando a instituicdo de uma resposta protetora contra o ML, contrapondo a reposta patolégica
que predominava nos pacientes L-lep, nos quais a expressao de IL-10 foi maior que a dessas

outras moléculas (Figura 23).

Macroéfagos teciduais, assim como mondcitos recém-recrutados, estdo sujeitos a uma
hierarquia de estados de ativagdo que garantem a homeostase tissular e previnem constante
inflamacg&o juntamente com o desenvolvimento de uma resposta crénica (Murray & Wynn, 2011;
Mosser & Edwards, 2008). Dependendo do tipo de condi¢ao patoldgica e o curso da evolugdo da
doenga pode-se observar populagdes de macréfagos M1 e M2, assim como populagdes que
expressam fenotipos mistos ou até unicos (Sica & Mantovani, 2012). Nas lesdes RR L-lep, nds
identificamos uma grande variedade de fenotipos de macréfagos que apontam para coexisténcia
de populagdes M1 e M2 no meio do ambiente inflamatério, juntamente com uma ampla
diversidade de subpopulagdes de células dendriticas (Figura 17). Na lesdo reacional,
observamos um aumento da frequéncia e variedade de populagdes de células dendriticas,
quando comparamos com as lesdes L-lep, o que é um forte indicador da mudanga do perfil
imune desses pacientes, ja que as células dendriticas sdo extremamente importantes para a

resposta mediada por células (Modlin et al., 2010).

Esse panorama heterogéneo observado na lesdo de pele reacional pode ser justificado
pela elevada expressdo de M-CSF e GM-CSF no grupo RR L-lep, quando comparado com as
formas L-lep (Figura 21), ja que ambos os fatores de crescimento hematopoiéticos podem levar a
polarizagdo de macréfagos, e no caso particular do GM-CSF, promover a diferenciagdo de
monacitos em células dendriticas (Schenk et al., 2014; Verreck et al., 2004). Apesar do M-CSF
induzir a polarizacdo do fen6tipo M2 de macréfagos (Verreck et al., 2004), nossos dados indicam
que essa molécula, na lesdo de RR, ndo esta envolvida exclusivamente nesse processo, ja que
nesse grupo a expressdo de marcadores fenotipicos da populagdo M2, como SRA-| e PPAR-y,
estava reduzida em comparagao aos individuos L-lep (Figura 21). Por outro lado, é provavel que
0 GM-CSF esteja envolvido tanto na polarizagdo de macréfagos M1, quanto na diferenciagao de
subpopulagdes de células dendriticas na lesao reacional (Sallusto & Lanzavechia, 1994; Verreck
et al., 2004).
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Um dos dados mais notéaveis obtidos nesse estudo foi a observagdo da expressédo
exclusiva de IL-3 e da elevada frequéncia de células CD123* nas lesdes cutaneas de RR (Figura
18 e 19). Ja que as principais fontes de IL-3 em humanos s&o linfocitos T ativados e mastdcitos,
é sugerido que essa citocina age em associagdo com o processo inflamatério, e, portanto, tem
um papel importante no controle das respostas imunes em diversas patologias (Plaut et al.,
1989; Niemeyer et al., 1989; Svetic et al., 1993; Hara & Miyajima, 1996). A IL-3 é conhecida
como um fator de ativagdo de macréfagos, aumentando a sua capacidade de reconhecimento e
fagocitose (Frendl & Beller, 1990; Frendl et al., 1990; Cardone et al., 2013). Quando em
associagao com outras citocinas, como IFN-B, a IL-3 pode também promover a diferencia¢ao de
mondcitos em células dendriticas (Buelens et al., 2002). Além disso, a IL-3 parece estar
envolvida em respostas dependentes de linfécitos T, como a hipersensibilidade tardia, ja que sua
auséncia leva a reducdo do edema e infiltrado inflamatério nas lesdes cuténeas avaliadas por
Mach e colaboradores (1998).

O papel imunolégico de IL-3 também se estende ao endotélio vascular, ja que apés
estimulagdo com TNF-q, IL-1B e IFN-y, essas células aumentam a expresséo de subunidades do
receptor de IL-3, elevando sua sensibilidade a essa citocina (Korpelainen et al., 1993; 1995).
Sobretudo, essa regulagéo é funcional, j& que a IL-3 esta envolvida no processo de atragéo,
adesdo e transmigracdo de leucocitos para os sitios inflamatorios (Korpelainen et al., 1993;
1995). Devido ao importante papel do endotélio vascular para inflamagéo, pode-se dizer que IL-
3 favorece a intensificagdo desse processo, € que uma das consequéncias da elevada
expressdo génica de TNF-a e IFN-y nas lesdes reacionais (Figura 21), seria a ativagdo de
células endoteliais € 0 aumento de sua sensibilidade a IL-3, intensificando, assim, a resposta

inflamatdria na pele.

CD123, a subunidade a do complexo do receptor de IL-3, foi mais expresso nas lesdes
de pele do grupo RR L-lep do que no tecido L-lep, sendo encontrada em populagdes que
expressavam marcadores fenotipicos de macréfagos ou de células dendriticas (Figura 17).
Através de ensaios de imunofluorescéncia, nés mostramos a colocalizagdo de CD123 com
CD68, CD83, CD1a, CD14, CD86, TLR2, CD209, CD163, CD11c, BDCA2 e BDCA4 (Figura 19 e
20). O aumento da frequéncia dessas populagdes na lesdo de pele reacional sugere que as
mesmas podem contribuir para as consequéncias desse episddio. Além disso, nossos dados in
vitro mostraram que o ML é capaz de induzir a expressao de CD123 em mondcitos de sangue
humano (Figura 18), o que juntamente com a emergéncia da resposta imune, pode ser um dos
mecanismos responsaveis pela elevada expressao desse receptor nas populagdes celulares da

lesdo reacional. Nossas observagdes foram contraditérias aquelas feitas pelo estudo de
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Massone e colaboradores (2010), que mostraram a auséncia de células CD123* no grupo de
lesbes cuténeas de RR. Essa discordancia pode ser atribuida ndo s6 ao tamanho reduzido da
amostra desse estudo, mas também as formas clinicas incluidas no grupo reacional. Além disso,
ja que aproximadamente 40% dos individuos RR L-lep do nosso estudo s&o da forma LL, uma

comparacao entre os dois trabalhos nao é recomendada.

S&o necessarias mais investigagdes para se determinar o papel biolégico das células
CD123+, assim como o da IL-3 nas les6es cutaneas reacionais. E ja que a presenga de CD131, a
subunidade B do complexo do receptor de IL-3, nédo foi avaliada neste estudo, ndo podemos
afirmar que as células da leséo respondem aos efeitos dessa citocina. No entanto, células
CD123* tém sido observadas em muitos modelos de doengas humanas e implicadas na sua
patogénese. Macréfagos teciduais que expressam CD123 foram identificados em casos de
linfadenite histiocitica necrosante ou doenga de Kikuchi-Fujimoto, uma patologia rara que afeta
os linfonodos cervicais (Nomura et al., 2009). Essa populacdo de macréfagos também foi
encontrada em abundancia na leséo de pacientes com hydroa vacciniforme, uma dermatose de
fotossensibilidade que acomete criangas (Varughese et al., 2009). Tecidos inflamados de
pacientes com lupus eritematoso, artrite reumatoide e psoriase também exibiram uma alta
frequéncia de células CD123*, identificadas nesses casos como células dendriticas
plasmocitoides, uma populacdo que vem sendo intimamente relacionada com o
desencadeamento dessas doencas (Vermi et al., 2009; Farkas et al., 2001; Van Krinks et al.,
2004; Wollenberg et al., 2002; Gilliet et al., 2004). A molécula CD123 também ¢ altamente
expressa em casos de leucemia mieloide aguda e leucemia linfoide aguda do tipo B, sendo
considerada um marcador para essas neoplasias. Seu papel bioldgico, no entanto, permanece
desconhecido nessas doengas, devido a auséncia de CD131 nas populagdes avaliadas, o que

torna a transdugéo de sinal da IL-3 improvavel nessas células (Jordan et al., 2000).

E importante ressaltar que nosso estudo identifica tanto macréfagos quanto células
dendriticas como as populagdes que expressam CD123 na leséo reacional, um grupo extenso
que provavelmente inclui varias subpopulagdes, como a célula dendritica plasmocitoide, cujo
marcador oficial é o0 CD123, e que ap6s a ativagdo tem a peculiaridade de produzir grandes
quantidades de IFN a/B. Essas citocinas séo conhecidas por favorecerem a imunidade mediada
por células, incitando a citotoxicidade de células NK e linfécitos T CD8*, assim como a secrecdo
de IFN-y, a diferenciagdo Th1 e maturagédo de populagdes de células dendriticas (Trinchieri et al.,
1978; Bandyopadhyay et al.,1986; Agnello et al., 2003; Krug et al., 2004; Dalod et al., 2003;
Colonna et al., 2004). No entanto, Teles e colaboradores (2013) descreveram recentemente uma

via anti-inflamatéria dependente de IFN-B que impugna os efeitos microbicidas do IFN-y nas
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lesdes L-lep, contribuindo, portanto, para o quadro de imunossupressao observado neste polo.
Além disso, esse estudo observou a redugéo de expressdo génica de IFN-B em lesdes de pele
reacionais quando comparadas com les@es LL, 0 que nos leva a questionar a raz&o pela qual na
lesdo de RR ha uma alta frequéncia de células CD123* e baixa produgdo de IFN-B. Nao
podemos descartar a existéncia de um mecanismo de regulagdo cruzada entre o IFN-f e outras
moléculas presentes na lesdo, como o TNF-q, ja que ambos podem funcionar como vetores
opostos em alguns modelos de resposta imune (lvashkiv, 2003). J& que o TNF-a encontrou-se
aumentado na lesdo de RR (Figura 21), € possivel que tanto a producédo, quanto os efeitos
supressores do IFN-B estejam sendo oprimidos por essa citocina no tecido durante o episodio

inflamatério.

Em sintese, nosso trabalho mostrou pela primeira vez o envolvimento de populagdes
CD123* na lesdo de pele de pacientes com hanseniase, ressaltando sua participagdo no
episodio reacional. Além disso, esclarecemos um pouco a complexa diversidade fenotipica das
populagdes celulares da pele durante as condigoes inflamatérias da RR, apontando um conjunto
de moléculas que ndo s6 podem participar da resposta imune, mas também influenciar
processos de diferenciacdo e maturagdo da linhagem mielomonocitica, justificando a alta
heterogeneidade observada no microambiente da lesdo. Uma investigagdo mais profunda é
necessaria para desvendar novas vias de intervencdo farmacéutica, que no futuro possam

prevenir o desenvolvimento da RR.
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VI.CONCLUSAO

Nossos dados indicam que o microambiente da lesdo reacional no grupo L-lep é

moldado pela ativagdo da resposta imune local, que por sua vez, favorece processos de

maturagdo e diferenciacdo das populagdes celulares residentes do tecido. A RR altera

completamente a organizagdo morfolégica da lesé@o cuténea L-lep, levando ao aparecimento de

novas populagdes celulares com perfis fenotipicos variados. A grande diversidade das células

dendriticas e macréfagos encontrados nas lesdes reflete a ativagcdo da resposta imune inata

local, assim como a reprogramacg&o génica em curso durante esse episodio (Figura 25).

Em sintese, nosso estudo demonstrou que:

>

As mudancgas morfolégicas na lesdo cutanea L-lep no inicio do episodio reacional
sd0 acompanhadas pelo aparecimento de uma variedade fenotipica de populagdes
de células dendriticas e macréfagos organizados ou ndo em granulomas
epitelioides;

As células epitelioides que surgem nas lesdes L-lep durante a RR exibem variados
aspectos morfoldgicos, que refletem seus estagios de desenvolvimento, exibindo
também a expressdo de marcadores fenotipicos de macréfagos e células
dendriticas;

O episddio reacional aumenta a expressao génica e proteica de CD123 nas
populagcdes de macrofagos e células dendriticas de lesdes cuténeas L-lep, o que,
juntamente com a presenga de IL-3, indica a existéncia de um mecanismo
dependente dessa citocina em curso na RR;

O episddio reacional leva a uma reprogramagdo génica nas lesdes L-lep,
aumentando a expressao de moléculas envolvidas com uma resposta imune Th1 e
com carater microbicida;

O perfil de expressdo génica observado no sangue dos pacientes L-lep com ou sem
RR nao coincide com o padrao encontrado na leséo cutanea, exibindo uma elevada
expressao de moléculas Th1, como TNF-a e IDO no sangue de individuos L-lep

quando comparados com os individuos reacionais.
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Figura 25: Alteragdes induzidas pela RR na leséo cutanea L-lep. O episodio reacional leva a
inumeras mudangas no perfil morfolégico e génico nas lesbes cuténeas L-lep. Nessas lesdes sdo
observadas populacdes de células epitelioides que expressam marcadores fenotipicos de macréfagos e
células dendriticas, e se organizam em granulomas. Além disso, uma grande diversidade de populagdes
de macréfagos e células dendriticas € encontrada, o que possivelmente contribui para 0 aumento da
expressao de moléculas envolvidas na resposta imune inata desse episddio. Os altos niveis de GM-CSF
e M-CSF contribuem para essa variedade populacional, ja que essas moléculas estdo envolvidas com a
diferenciagdo de macréfagos e células dendriticas. O aumento da expresséo génica de IL-15, VDR e IDO
contribuem para a capacidade microbicida das APCs e consequentemente, para eliminagdo do ML. O
aumento de TNF-qa, ndo s6 intensifica a ativagdo de macrdfagos, mas também participa da formagao e
manutengao de granulomas. O IFN-y, secretado por linfécitos ou células NK, além de aumentar a fung¢do
efetora das APCs, também leva a produgdo de CXCL10. A presenga de IL-3 nas lesdes reacionais, assim
como o aumento da expressdo de CD123 nas populagdes de macréfagos e células dendriticas, indica a
existéncia de um mecanismo dependente dessa citocina na RR, com o provavel envolvimento do
endotélio vascular (setas pontilhadas) (Fonte: elaborado por Andrade, PR, 2014).
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Vill. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo indicou a existéncia de uma possivel via de ativagdo da resposta
imune inflamatéria na RR, envolvendo células mielomonociticas CD123* e o fator de crescimento
e diferenciagdo, IL-3. Entretanto, faz-se necessario uma investigagdo mais profunda desse
mecanismo através de ensaios funcionais in vitro com populagdes celulares sanguineas e
isoladas das lesdes cutaneas, submetidas ao estimulo do ML e seus componentes. A auséncia
de IL-3 no sangue de individuos reacionais aponta para possibilidade de que essa citocina é
produzida em momento especificos da RR, sendo necessaria, portanto, uma avaliagéo da

cinética de expressado dessa molécula durante o curso do episddio.
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