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RESUMO

Identificacéo e caracterizacéo fenotipica de subpopulacdes de neutroéfilos de
baixa densidade no Eritema Nodoso Hansénico

Dissertacao de Mestrado em Medicina Tropical
Isabella Forasteiro Tavares

O eritema nodoso hansénico (ENH) é considerado o quadro clinico mais grave da
hanseniase. Atualmente o ENH é descrito como uma reacdo imunomediada por
neutrofilos. Os pacientes com ENH apresentam leucocitose neutrofilica e a presenca
de neutrofilos nas lesdes € um marco histolégico importante no diagndstico. Ainda
assim, poucos trabalhos mostram o papel direto de neutréfilos no ENH. Evidéncias
sugerem que uma subpopulacdo de neutrofilos de baixa densidade (LDNs, “low-
density neutrophils”), presentes na fracdo de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) contribuam diretamente na patogénese e agravamento de
diversas doencas como a sepse, lupus e tuberculose. O objetivo deste estudo foi
caracterizar a presenca de LDNs circulantes na hanseniase e seu envolvimento no
agravamento do ENH. Analises por microscopia Optica, microscopia eletrénica de
transmissdo e imunofluorescéncia, mostraram células segmentadas e
hipersegmentadas com morfologia compativel a neutrofilos em PBMC de pacientes
ENH. Dados obtidos por citometria de fluxo confirmaram a presenca elevada de
LDNs (CD14CD15*) em pacientes ENH quando comparados a pacientes com
hanseniase n&o reacionais. Além disso, nossos resultados mostram que ha uma
correlacdo entre a frequéncia de LDNs e a gravidade do quadro clinico dos
pacientes ENH. Observamos que o aumento de LDNs em pacientes ENH tem
relacdo com a diminucdo de mondcitos na fracdo de PBMC. A expressdo elevada
dos marcadores de ativagdo CD11lb, CD16, CD66b e diminuicdo de CD62L e
CD49d, sugere uma maior ativacdo dos LDNs nos pacientes ENH quando
comparados a pacientes ndo reacionais. O tratamento com talidomida néo interferiu
na frequéncia de LDNs circulantes. Porém, reduziu a expressdo dos marcadores de
ativacdo, consequentemente, reduzindo o status de ativacao dessas ceélulas. Através
de ensaio imunoenzimatico vimos um aumento nos niveis de MMP-9 (marcador de
degranulacdo de neutrofilos) no soro de pacientes ENH. O aumento nos niveis
séricos de MMP-9 foi correlacionado com o aumento na frequéncia de LDNs. Por
fim, apos andlises in vitro, verificamos que o M. leprae é capaz de induzir a geragéo
de LDNs em sangue total de individuos sadios. E o estimulo com M. leprae favorece
0 aumento na expressao de CD66b, receptor relacionado a atividade degranulatoria,
na superficie dos LDNs. Sendo assim, concluimos que pacientes ENH apresentam
niveis elevados de LDNs circulantes com perfil ativado, e o aumento dessa
subpopulacdo esta relacionado a gravidade do ENH. Ademais, a presenca do M.
leprae favorece o aumento na frequéncia dessas células em sangue total. Esse
dado, em conjunto com o aumento nos niveis de MMP-9 no soro e aumento na
expressao de CD66b na membrana da célula, sugere que a degranulacédo pode ser
a fonte de geracdo dos LDNs circulantes em pacientes com hanseniase. E esse
mecanismo pode contribuir para a inflamacé&o sistémica associada ao ENH.
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ABSTRACT

Identification and Phenotypic characterization of subpopulations of low density
neutrophils in Erythema Nodosum Leprosum

Master Dissertation in Medicina Tropical
Isabella Forasteiro Tavares

Erythema nodosum leprosum (ENL) is considered the most severe clinical condition
of leprosy. Currently, ENL is described as an immune reaction mediated by
neutrophils. Patients with ENL have neutrophilic leukocytosis and the presence of
neutrophils in the lesions is an important histological marker in the diagnosis. Still,
few papers shows the direct role of neutrophils in ENL. Evidences suggests that a
subpopulation of low-density neutrophils (LDNs), within the fraction of peripheral
blood mononuclear cells (PBMC), directly contribute to the pathogenesis and severity
of several diseases such as sepsis, lupus and tuberculosis. The aim of this study was
to characterize the presence of circulating LDNSs in leprosy and its involvement in the
worsening of ENL. Analyzes by optical microscopy, transmission electron microscopy
and immunofluorescence showed segmented and hypersegmented cells with
morphology compatible to neutrophils in PBMC of ENL patients. Data obtained by
flow cytometry confirmed the elevated frequency of LDNs (CD14'CD15%) in ENL
patients when compared to patients with nonreactional leprosy. In addition, our
results shows that there is a correlation between the frequency of LDNs and the
severity of the clinical condition of ENL patients. We observed that the increase of
LDNs in ENL patients is related to the decrease of monocytes on the PBMC fraction.
Elevated expression of activation markers CD11b, CD16, CD66b and decreased
expression of CD62L and CD49d, suggests a greater activation of LDNs in ENL
patients when compared to nonreactional patients. Treatment with thalidomide did
not interfered the frequency of circulating LDNs. However, it reduced the expression
of the activation markers, consequently, reducing the activation status of these cells.
Through an immunoenzymatic assay we have seen an increase in the levels of
MMP-9 (neutrophil degranulation marker) on ENL patients serum. The increase in
serum levels of MMP-9 is correlated with the increase frequency of LDNs. Finally,
after in vitro analysis, we verified that M. leprae is able to induce generation of LDNs
in whole blood of healthy individuals. Moreover, the stimulation with M. leprae favors
CD66b expression increase, a receptor related to degranulatory activity, on the
surface of LDNs. Thus, we conclude that ENL patients present higher levels of
circulating LDNs with activated profile, and the increase of this subpopulation is
related to the severity of ENL. In addition, the presence of M. leprae favors the
increase in the frequency of these cells in whole blood. This data, amoung with the
increase in serum MMP-9 levels and increase in CD66b expression in the cell
membrane, suggests that the generation source of circulating LDNs in leprosy
patients may be by degranulation. And this mechanism may contribute to the
systemic inflammation associated with ENL.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Hanseniase

A hanseniase € uma doenca de carater infectocontagioso com evolucao crénica
causada pelo bacilo Mycobacterium leprae (M. leprae), que atinge principalmente a
pele e os nervos periféricos, na qual diante da falta de tratamento adequado pode
levar a incapacidades fisicas e motoras permanentes (Scollard et al., 2006;
Eichelmann et al., 2013).

As deformamidades relacionadas a hanseniase séo o principal fator responsavel
pela estigmatizacao e discriminacéo sofrida pelos pacientes, que perdura até os dias
atuais. Acredita-se que aproximadamente 90 % da populacdo que entra em contato
com o M. leprae seja resistente a infeccdo e ndo evolue para o adoecimento, mesmo

vivendo em contato préximo com individuos doentes (Moraes et al., 2006).

1.1.1.Epidemiologia

A hanseniase é considerada uma doenca negligenciada, permanecendo como
um grave problema de saude publica muldialmente, afetando na maioria dos casos
individuos de baixo poder aquisitivo. No ano 2000, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) implementou um programa para a eliminagdo da hanseniase e determinou o
indice de menos de 1 caso a cada 10.000 habitantes como aceitavel. Embora tenha
sido observada uma queda no niumero de novos casos detectados, até o momento
tal indice esta longe de ser alcangado em paises descritos como importantes focos

endémicos da doenca (Nobre et al., 2017).

No ano de 2017, de acordo com a OMS, a incidéncia global de hanseniase foi de
210.671 casos, com taxa de 2.77 casos novos a cada 100.000 habitantes. Desses,
153.487 casos ocorreram no sudeste asiatico, seguido do continente americano
onde foram reportados 29.101. O Brasil ocupa um papel de destague no cenario
mundial, sendo o segundo pais em nimero de novos casos de hanseniase, atras
somente da india, tendo notificado 26.875 novos casos, com taxa de deteccdo de

13 casos por 100.000 habitantes apenas no ano de 2017 (Figura 1.1), o que



representa mais de 90% dos casos no continente americano (WHO/WER, 2018).
Dos 26.875 novos casos, 1.718 foram em individuos menores de 15 anos, com
coeficiente de prevaléncia de 3,72 por 100.000 habitantes, o que é considerado alto

e representa que a infeccao continua ativa no pais (Sinan/SVS, 2018).

No. total de casos
|0

- 100-999
- 1000-9999

- >10000
Né&o reportado

Figura 1.1. Namero de novos casos de hanseniase no ano de 2017. Mapa representativo da
distribuicdo da detecc¢é@o de novos casos de hanseniase notificados no mundo. Taxas referentes a
cada 100.000 habitantes. (Fonte: Adaptado de WHO, 2018).

1.1.2.Agente etiologico

O M. leprae, agente etiolégico da hanseniase, foi identificado pela primeira vez
pelo médico noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen no ano de 1873. O M.
leprae € um bacilo intracelular obrigatério que apresenta tropismo por células de
Schwann, células pertencentes ao reticulo endotelial e em especial por macréfagos
de pele (Kaufmann et al.,1989). Aléem disso, possui alta infectividade e baixa
patogenicidade, isto €, infecta muitas pessoas no entanto uma pequena faixa das
pessoas infectadas de fato adoecem. O periodo de replicacdo do bacilo dura em
média 11 a 13 dias, o que é considerado longo quando comparado ao periodo de



replicacdo do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), que dura
aproximadamente 20 horas (Eichelmann et al., 2013).

O M. leprae possui forma de um bastonete, medindo de 1,5 a 8,0 um de
comprimento e em torno de 0,2 a 0,5 de largura. Sua caracteristica de bacilo alcool-
acido resistente (BAAR) se da devido a coloracdo em vermelho pela fucsina que nao
é perdida em lavagem com alcool-4cido (Ress, 1985). A parede celular do M. leprae
€ constituida por lipideos abundantes na forma de acidos micolicos (acidos graxos
de alto peso molecular) e lipoarabinomanana (LAM). Além desses componentes, 0
M. leprae possui um glicolipideo exclusivo localizado na camada mais externa da
sua parede celular, o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) (Spencer & Brennan, 2011). O
PGL-1 ja foi identificado nas lesBes, sangue periférico e urina de pacientes
infectados, possuindo assim um papel importante no diagnéstico da doenca (Foss,
1997).

Embora esforcos tenham sido realizados para conseguir cultivar esse
microrganismo em meios artificiais, até o momento isso néo foi alcancado. Este fato
restringe a replicacdo do M. leprae a modelos utilizando animais. Inicialmente, em
meados de 1960, Shepard observou que o coxim plantar de camundongos BALB/c
infectados com M. leprae apresentava multiplicacdo lenta do bacilo e uma lesao
localizada caracteristica de hanseniase (Shepard, 1960 e 1962). A infeccao de
camundongos nude Foxnlnu/nu também foi demonstrada como uma fonte de
obtencéo de bacilos. Nesses animais, bacilos viaveis derivados do coxin plantar séo
obtidos em maiores quantidades, visto que eles sdo mais susceptiveis a infeccéo por
M. leprae devido a auséncia de linfocitos T (Figura 1.2). Apos a inoculacdo de 5 x
107 bacilos é possivel obter dentro de 6 meses, 1-5 x 10° bacilos viaveis derivados
desses animais (Truman & Krahenbuhl, 2001, Lahiri et al., 2005).

A obtencédo de M. leprae para usos experimentais também pode ser realizada
em tatu nove bandas (Dasypus novencinctus), que possui crescimento disseminado
do mesmo, afetando diversos 6rgdos como ganglios linfaticos, baco e figado,
possibilitando a sua purificagdo em maior quantidade de bacilos vivos ou mortos
apos irradiacdo e/ou sonicacdo (Truman et al.,, 1986; Walsh et al., 1986;
Lloyd&Draper, 1986).

Recentemente, Avanzi e colaboradores identificaram a presenca de esquilos
vermelhos (Sciurus vulgaris) infectados com M. leprae na ilha de Brownsea ao sul da



Inglaterra. Neste trabalho, tecidos infectados provenientes de esquilos mortos foram
analisados por PCR para a identificagdo de DNA do bacilo. Além disso foi realizado
0 sequenciamento do seu genoma. Surpreendentemente, por essas analises foi
demonstrado que o gendtipo dos bacilos encontrados nos esquilos é o0 mesmo que o
também encontrado em humanos infectados no sul da Inglaterra durante a ldade
Média. Enquanto que nos tatus, o genétipo do M. leprae era 0 mesmo que 0S
obtidos de pacientes com hanseniase ao sul dos Estados Unidos. Sugerindo uma
capacidade de transmissédo do M. leprae entre humanos e animais (Truman et al.,
2011; Avanzi et al., 2016)

Figura 1.2. Morfologia do M. leprae e seu cultivo em pata de camundongo. (A) Micrografia
eletrdnica de varredura de suspensdo contendo micobactérias obtidas pelo cultivo em pata de
camundongo. (B) Coxin plantar de camundongo edemaciado ap6s 6 meses de infec¢do. (Scollard et
al., 2006)

No ano de 2001, o genoma do bacilo foi completamente analisado, utilizando-se
lesBes de pele de uma paciente multibacilar (MB). Assim, foi possivel observar que
em comparacao ao M. tuberculosis, o genoma do M. leprae passou por uma reducao
evolutiva, apresentando somente cerca de 49% do seu genoma codificante,
interferindo em diversas vias metabdlicas essenciais para a sua replicacdo e
explicando assim, em parte, a necessidade do metabolismo intracelular e a
dificuldade do cultivo in vitro (Cole et al., 2001).



1.1.3.Transmissédo e diagndstico

Acredita-se que a principal fonte de transmisséo relacionada ao M. leprae se da
pelo trato respiratério superior, com contato direto e prolongado com individuos MB
infectados. Essa hipétese ganhou forca apdés a publicacdo de trabalhos que
demonstraram evidéncias da transmissdo de bactérias viaveis presentes na mucosa
das vias aéreas superiores de individuos infectados via aerossois, e em contatos de
pacientes MB antes do desenvolvimento clinico da doenca (Fine, 1992; Suneetha et
al.,1998). Em secrecao nasal, um estudo mostrou que o bacilo pode sobreviver por
até 7 dias em temperaturas em torno de 20°C, embora perca parte de sua
viabilidade apos proliferacédo (Ress & Yong, 1994).

O principal método de diagnéstico da doenca € clinico, ou seja, sdo realizadas
analises do histérico do paciente, sintomatologia e apresentacdo de sinais
caracteristicos da doenca. A presenca de lesbes de pele, o espessamento de
nervos, em especial os periféricos, além da perda de sensibilidade local sdo os
principais sintomas descritos (MS, 2017).

Andlises laboratoriais como a histopatologia de lesdo obtidas por bidpsias
cutaneas ou dos ramos sensitivos dos nervos periféricos, identificam a presenca de
bacilo pela coloracdo de Wade (Wade, 1952). A baciloscopia retirada da linfa
também pode ser realizada em conjunto, para a contagem de bacilos provenientes
da linfa em lente de imerséo, apds coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen (Cocito
& Delville, 1985; MS, 2010). Ensaios imunoenziméaticos (ELISA) anti-PGL1, teste de
Mitsuda, que avalia a presenca de uma reacao de hipersensibilidade tardia (celular)
através de injecdo intradérmica de bacilos inativados, e mais recentemente, a
deteccdo do DNA da micobactéria por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sé&o
realizados em centros de referéncia como complementacédo do diagndstico clinico
(Martinez et al., 2009 e 2011; Eichelmann et al., 2013; MS, 2017).

Na baciloscopia, apos a contagem é determinado o indice baciloscopico (IB)
de cada paciente em escala logaritmica que varia de 0 em pacientes do polo
tuberculdide a 6+ em pacientes do polo lepromatoso. J& o indice logaritmico da
biopsia (ILB) se difere do IB por levar em conta o logaritmo da area ocupada pelos
granulomas (Ridley & Jopling, 1962; MS, 2010 e 2017)



1.1.4.Classificacao clinica da hanseniase

Estima-se que cerca de 90% dos individuos que entram em contato com o bacilo
apresentam uma resposta imunolégica eficaz contra a infeccdo e, com isso, nédo
desenvolvem a doenca. Porém, quando a infeccdo é instalada, o individuo pode
permanecer na forma clinica classificada como indeterminada, sem o envolvimento
de manifestacdes clinicas, por um longo periodo. Em 1966, os patologistas Ridley e
Jopling criaram um sistema de classificacdo de pacientes com hanseniase
enfatizando aspectos histopatolégicos das lesbes. Tal classificagdo também utiliza
critérios clinicos, bacteriologicos, imunoldgicos, embora seja unanimidade que o
critério basico da classificacdo primaria deva ser o clinico, abrangendo a morfologia
das lesdes cutdneas e as manifestacbes neurolégicas (ILA, 1953). Essa
classificacdo é utilizada em centros de referéncia e divide a doenca em dois polos
distintos, o polo tuberculdide e o polo lepromatoso, além de uma categoria
intermediéaria, imunologicamente instavel, chamada de dimorfa ou boderline, que
leva em consideracdo o amplo espectro de formas clinicas em que os individuos

infectados podem desenvolver (Ridley & Jopling, 1962; Scoolard et al., 2006).

Os pacientes do polo tuberculéide séo classificados com a forma clinica
Tuberculodide-Tuberculéide (TT), apresentando uma lesdo de pele bem delimitada,
poucos bacilos ou auséncia dos mesmos, formagdo de granulomas bem
desenvolvidos que se extendem até a epiderme, com a presenca de infiltrado
macrofagico e linfocitico, além de uma alta producdo do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e interferon- y (IFN-y) antigeno-especifico, com alta producdo de iNOS
culminando em uma resposta imune do tipo celular efetiva contra o bacilo (Ridley &
Jopling, 1962; Nath et al., 2000; Hall, 2011).

A maioria dos pacientes infectados desenvolvem as formas clinicas do polo
intermediario da doenca, o boderline, se dividindo de acordo com o grau de resposta
frente a infeccdo em Boderline-Tuberculéide (BT), Boderline-Boderline (BB) e
Boderline-Lepromatosa (BL). A forma clinica BT, embora clinicamente se assemelhe
a forma TT, possui lesbes menores e mais frequentes, com bordas menos definidas.
Além disso, embora haja mais nervos afetados, o espessamento ndo acontece tao
grosseiramente. Nos pacientes BB é observado um estado intermediario entre a

guantidade e tamanho das lesdes. Geralmente, apresentam placas eritematosas



irregulares com uma mancha hipopigmentada em formato oval no centro da leséao,
além de alteracdo de sensibilidade moderada. Por ultimo, os pacientes BL podem
desenvolver papulas, placas e nédulos e, embora tenham lesdées em maior
guantidade, ndo séo totalmente anestésicas. O espessamento dos nervos ocorre no
momento do aparecimento das lesbes, diferente do que acontece no polo
lepromatoso, além da falta de caracteristicas importantes do polo lepromatoso como

queratite e ulceracéao.

No polo lepromatoso, o outro extremo da hanseniase, a forma clinica
Lepromatosa-Lepromatosa (LL) é caracterizada pela presenca de multiplas lesdes
mal delimitadas, distribuidas por todo o corpo, alta carga bacilar, e iniameros
macrofagos espumosos ricos em bacilos, sem formacédo de granulomas (Ridley &
Jopling, 1966). A presenca de macréfagos espumosos ricos em bacilos € uma
caracteristica histolégica dessa forma clinica. Nas lesbes mais antigas, séo
observados vacuolos nas células. O aspecto espumoso dos macrofagos presentes
nas lesdes de pacientes LL foi relacionado ao acumulo de corpos lipidicos induzidos
pelo M. leprae (Pinheiro et al., 2011). Além disso, ha o desenvolvimento de placas e
nédulos e é comum observar a presenca de edema, espessamento da pele do rosto,
acometimento do nervo 6ptico, podendo levar a cegueira, ulceracdo, queratite e
alteracbes Osseas nas maos e pés. As primeiras manifestagbes clinicas séo
relacionadas as lesGes de pele, sem o acometimento sintomatico dos nervos, que
pode aparecer conforme o decorrer da infeccdo devido a degeneracdo neural,
levando a perda de sensibilidade e enfraquecimento muscular. Essa € a principal
forma clinica relacionada a incapacidades graves nos individuos infectados (Ridley &
Jopling,1960).

Sabe-se que o tipo de resposta imunolégica desenvolvida pelo hospedeiro
determina a forma clinica que ira se desenvolver. O padrao de citocinas produzidas
nas lesdes e a presenca de determinados tipos celulares caracterizam as formas
clinicas. Na forma tuberculoide estdo presentes nas lesdes IFN-y, citocinas pro-
inflamatorias, como as interleucinas 2 (IL-2), IL-12, e o fator estimulador de col6nias
de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), o que favorece o desenvolvimento de
atividades microbicidas nos macréfagos (Aaréo et al., 2014; Abdallah et al., 2014;
Fallows et al., 2016). Macrofagos M2 (supressores) estao presentes nas lesdes LL,

acompanhado de um padréo de citocinas Th2, com alta producéao de IL-4, IL-10 e



TGF-B, que induzem uma resposta inefetiva contra a infec¢cao devido a caracteristica
intracelular do patégeno (Oliveira Fulco et al., 2014; de Souza et al., 2016; Fallows et
al., 2016) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Resposta imunoldgica da hanseniase de acordo com os polos. No polo tubercul6ide
h& a presenca de TNF-a e INF-y citocinas do tipo Thl, levando ao desenvolvimento de uma resposta
antimicrobicida em macréfagos. Em contrapartida, no polo lepromatoso a presengca dos mediadores
relacionados a resposta Th2, IL-4, IL-10 e TGF-B culminam no desenvolvimento de uma resposta
imunossupressora, favorecendo a persisténcia da infeccdo (Fonte: Adaptado de de Souza et al.,
2017).

Em 1982, a OMS criou uma classificacdo simplificada para fins de tratamento
da hanseniase, baseada na extensao da doenca. Essa “Classificacao Operacional”
divide os pacientes em dois grandes grupos: multibacilares (MB) e paucibacilares
(PB). Quando proposta inicialmente, a classificacdo levava em conta o indice
baciloscopico (IB), dividindo os casos em PB quando o IB fosse menor que 2 e em
MB quando o IB fosse maior ou igual a 2 (WHO, 1982). Posteriormente, levando em
consideracao a dificuldade para a realizacdo da baciloscopia em alguns lugares, a
OMS passou a recomendar a classificacdo com base apenas em critérios clinicos,
dividindo os pacientes em PB quando apresentam até cinco lesfes cutaneas e em
MB quando apresentam seis ou mais lesdes (WHO, 1998). Geralmente, o0s
pacientes PB possuem as formas TT e BT, enquanto os MB sao pacientes BB, BL e
LL.



1.1.5.Reacdes hansénicas

Alguns pacientes com hanseniase podem desenvolver os chamados episodios
reacionais ou reacdes hansénicas. As reacbes sdo caracterizadas por
manifestacdes clinicas resultantes de uma resposta inflamatoéria aguda em resposta
ao bacilo, afetando principalmente a pele e nervos, sendo a principal causa de
morbidade e incapacidade funcionais dos nervos periféricos (Kamath et al., 2014). A
producdo exacerbada de citocinas pré-inflamatérias, em especial TNF, IL-13 e IL-6,
podem interferir na resposta imune levando assim ao surgimento de lesdes graves,
reativacdo de lesdes antigas e do mal estar sistémico, relacionados aos episodios
reacionais (Sarno & Sampaio, 1996). Os episodios reacionais podem ser
desenvolvidos a qualquer momento durante a poliquimioterapia (PQT). S&o descritos
dois tipos de reacbes, a reacao reversa (RR) ou reacdo tipo 1, que ocorre
principalmente nos pacientes com as formas BT, BB e BL, e o eritema nodoso
hansénico (ENH) ou reacéo tipo 2, que acomete os pacientes BL ou LL (Kamath et
al. 2014).

A RR se caracteriza por uma inflamacdo aguda desencadeada por um
desenvolvimento subito de imunidade celular e geralmente surge durante o
tratamento ou apos o primeiro ano de alta (Foss, 2003; Gallo et al., 2005; Nery et al.,
2006). VariagBes nos niveis hormonais e co-infec¢bes sdo tidos como fatores de
risco para o desenvolvimento da RR (Andrade et al., 2015).

A RR é descrita como uma reacdo de hipersensibilidade tardia, na qual os
pacientes desenvolvem uma resposta imune celular exacerbada com aumento no
influxo de linfécitos T para os locais de lesdo e aumento na expressao de TNF, TGF-
B, INOS, IL-6 e IL-1 B nas lesBes em resposta aos antigenos do M. leprae (Andrade
et al., 2015). Clinicamente é observado o surgimento de novas lesbes de pele,
edemas nas maos, pés e face caracteristicos dessa reacdo. A RR é a principal
causa de comprometimento neural acentuado e grave, podendo levar a neuropatia
periférica sensorial e motora (Lockwood et al., 1993; Kamath et al., 2014). Além
disso, evidéncias na literatura apontam que ha uma diminuicdo dos niveis das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, corroborando com a hip6tese de aumento de resposta
imune celular (Yamamura et al., 1991 e 1992).

O ENH é uma reacao que acomete cerca de 50% dos pacientes LL e entre 1 e

30% dos pacientes BL, sendo na maioria das vezes recorrente. O ENH é
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caracterizado clinicamente por lesGes cutaneas eritematosas e nédulos subcutaneos
doloridos que podem evoluir para ulceragédo. Diferentemente da RR, o quadro de
ENH geralmente é acompanhado de sintomas sistémicos como febre, mal-estar e
inchaco dos ganglios linfaticos. A neurite pode acometer os pacientes com ENH,

embora mais branda do que no quadro de RR (Kahawita & Lockwood, 2008).

1.1.6. Tratamento

Em 1981, a PQT foi proposta por especialistas, e permanece atualmente como a
estratégia terapéutica preconizada pela OMS envolvendo a combinacdo de trés
farmacos. A PQT auxilia no blogueio da cadeia da transmisséo, pois atua matando o
bacilo logo apés o inicio do tratamento, tornando-se importante no controle
epidemioldgico da doenca. Para pacientes classificados como multibacilares o
tratamento dura um ano e sao utilizados os seguintes medicamentos, rifampicina
(600 mg, uma dose mensal), clofazimina (300 mg, uma dose mensal e 50 mg/dia) e
dapsona (100 mg/dia), levando a um total de 12 doses ao fim do tratamento. Em
relacdo aos pacientes paucibacilares, o tratamento dura 6 meses, e é realizado com
a administracdo de rifampicina (600 mg, uma dose mensal) e dapsona (100 mg/dia),
totalizando 6 doses (Gallo et al., 2005). A rifampicina é a droga que atua melhor na
PQT, sendo capaz de eliminar em uma Unica dose cerca de 99,9 % do M. leprae
presente (Hastings, 1998; WHO, 2012).

O tratamento dos pacientes hansénicos que apresentam as reacdes € diferente
do realizado nos sem reacdo. No caso de pacientes acometidos pela RR o
tratamento é baseado na administragdo do corticoide prednisona com o objetivo de
reduzir a reacdo inflamatoria na dose de 1 a 2 mg/Kg (peso/dia) com reducao

gradual da dose até melhora do quadro (MS, 2010).

No caso de pacientes apresentando ENH a droga de escolha é a talidomida na
dosagem de 100 a 300 mg/dia a depender da gravidade do quadro. A talidomida é
um derivado do acido glutamico e sua estrutura é formada por dois anéis amida e
um centro quiral. Dependendo do estado do carbono quiral, a talidomida apresenta
dois estados enantioméricos que se interconvertem rapidamente formando
concentragbes similares de cada forma no organismo. O enantibmero R(+) €

relacionado aos efeitos sedativos da droga, enquanto o enantibmero S(-) €
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relacionado aos efeitos teratogénicos (Vargesson, 2015). Devido ao seu efeito
teratogénico, a administracdo de talidomina ndo € recomendada em mulheres em
idade fertil e/ou gravidas. Além disso, em alguns paises 0 uso da talidomida é
proibido ou restrito a grupos especificos (Walker et al., 2007; Walker., 2015).
Nesses grupos prescreve-se prednisona na dose de 1 a 2 mg/kg/dia (MS, 2010), ou
outras drogas como a clofazimina, pentoxifiina e azatioprina (Azulay, 2011). O
principal efeito da talidomida no ENH se da pela reducéo da producédo de TNF, além
da inibicdo do recrutamento de neutréfilos pela expressao reduzida de moléculas de
adesdo nas células endoteliais diminuindo o processo inflamatério (Sampaio et al.,
1991; Lee et al., 2010).

Recentemente, imunobioldgicos anti-TNF tem sido usados como alternativas de
tratamento em casos de ENH resistentes aos tratamentos convencionais
recomendados. O Infliximab — anticorpo inibidor de TNF foi usado em um paciente
com ENH resistente a prednisona, pentoxifilina e talidomida e apdés 24 horas, foi
posivel observar regressdo dos sintomas. O paciente ndo apresentou nenhum
episédio de ENH durante o ano de acompanhamento pds tratamento (Faber et al.,
2006). O Eternacept também foi utilizado em conjunto com corticosterdides em
pacientes apresentando quadro de ENH resistente e recorrente. Esse
imunobiolégico age como uma proteina analoga ao receptor de TNF, se ligando ao
TNF solavel inibindo sua ag¢édo (Ramien et al., 2011; Chowdhry et al., 2016; Santos et
al., 2017).

1.2 Eritema Nodoso Hansénico

E descrito que pacientes apresentando a forma clinica LL, infeccBes
bacterianas ou virais, vacinacéo, gravidez e estresse psicologico sao considerados
fatores de risco significativos no desenvolvimento de ENH (Nery et al.,, 1998;
Manandhar et al., 1999).

Durante muito tempo a presenca de imunocomplexos foi tida como o principal
mecanismo relacionado ao dano tecidual e a patogenia do ENH. Por meio de
microscopia de fluorescéncia foi descrito que a alta producdo de anticorpos
especificos em conjunto com fragmentos de bacilos leva a deposi¢do granular de

imunoglobulinas e proteinas do complemento nas lesdes de pacientes ENH, proximo
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aos vasos e ao endotélio em areas onde h& a presenca de infiltrado neutrofilico
(Wemambu et al., 1969; Murphy et al., 1986). Analises de soro de pacientes com
hanseniase provenientes de area endémica mostraram um aumento na presenca de
imunocomplexos circulantes quando comparados a pacientes de areas nao
endémicas. Embora ndo tenha tido diferenca entre os niveis de imunocomplexos
entre pacientes com hanseniase sem e com ENH, o componente da via do
complemento C3d se mostrou aumentado em pacientes ENH, indicando o

envolvimento de proteinas do sistema complemento no ENH (Valentijn et al., 1982).

Entretanto, evidéncias passaram a indicar a importancia da imunidade celular
no desenvolvimento e evolucdo do ENH. Foi observada uma maior ativacdo de
macrofagos e linfocitos T no quadro de ENH, assim como o aumento nos niveis
séricos de TNF (Sarno et al., 1991). Além disso, foi descrito um aumento da
expressdo dos genes relacionados a TNF e IL-12 em linfécitos T e macrofagos
presentes nas lesbes de pacientes com ENH (Moraes et al.,, 1999). Em adicao,
observou-se um aumento na expressao do receptor semelhante a Toll 9 (TLR-9) e
producédo de diversas citocinas e mediadores pré-inflamatérios, como TNF, IL-6 e IL-
18, na fracdo de células mononucleares de pacientes com ENH (Dias et al., 2016).

Uma caracteristica histolégica importante observada somente no quadro de
ENH é a presenca de infiltrado inflamatério de neutréfilos nas camadas profundas da
derme e tecido subcutaneo (Figura 1.4), associado a vasculite e uma leucocitose
neutrofilica sistémica (Mabalay et al., 1965; Anthony et al., 1983). Nos anos 90, um
estudo do nosso grupo observou que neutrofilos de pacientes LL e com ENH
produzem niveis elevados de IL-8 e TNF-a apds estimulo in vitro com M. leprae,
sugerindo que os neutréfilos possuem um papel importante na resposta inflamatéria

dos pacientes com ENH (Oliveira et al., 1999).

Atualmente, o ENH tem sido considerado como uma condi¢cdo imunomediada
por neutrofilos e alguns trabalhos indicam o papel ativo de neutrofilos nesse quadro
clinico (Polycarpou et al.,, 2017). Analises de bioinforméatica de microarranjos
realizado em lesdes de pele de pacientes LL com e sem ENH revelou a expressao
majoritaria de genes relacionados ao recrutamento de neutréfilos em pacientes ENH
(Lee et al. 2010).
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A) B)

Figura 1.4. Eritema Nodoso Hansénico. (A) Imagem representativa de um paciente com ENH. (B)
Amostra de bidpsia de pele de paciente com ENH onde € possivel observar infiltrado neutrofilico. As
setas indicam os neutrofilos no tecido. Imagem corada com H&E (Fonte: Adaptado de Mendes et al.,
2017, e Schmitz et al., 2016).

O nosso grupo mostrou que o receptor de alta afinidade para IgG1l e IgG3, o
CD64, se encontra aumentado em neutréfilos de pacientes com ENH, e tal aumento
estd associado com a gravidade do ENH (Schmitz et al., 2016). O aumento de CD64
em neutrofilos é observado em infec¢des bacterianas, como na sepse, onde esta
relacionado com o0 prognéstico e gravidade da coagulacdo intravascular
disseminada, além de aumentar a capacidade de adeséo de neutrdéfilos ao endotélio
(Herra et al., 1996; Fadlon et al., 1998; Song et al., 2008). Além disso, foi observado
um aumento nos niveis plasmaticos de pentraxina 3 (PTX3), uma proteina
constitutiva presente exclusivamente nos granulos de neutréfilos (Jaillon et al.,
2007), em pacientes multibacilares com e sem ENH. De fato, demonstramos a
colocalizacdo de PTX3 e MPO, sugerindo que os neutréfilos possuem um papel
central na liberacdo desse mediador imunoldgico nas lesdes, assim como na
patogenia do ENH. Interessantemente, pacientes multibacilares que apresentavam
niveis séricos aumentados de PTX3 no momento do diagndéstico evoluiram para um
qguadro ENH, sugerindo que esta molécula tem potencial como biomarcador preditivo
de ENH (Mendes et al. 2017).

Recentemente, demonstramos a presenca de neutréfilos em estado de
NETose, um tipo de morte celular. As redes neutrofilicas extracelulares (NETS,
neutrophil extracellular traps) estariam presentes em lesbes de pacientes ENH, e
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neutrofilos de pacientes desse mesmo grupo apresentaram taxa de NETose
espontanea aumentada. Além disso, o lisado de M. leprae foi capaz de induzir
NETose em neutrdfilos de doadores sadios, e de pacientes MB com e sem ENH in
vitro. Estes dados sugerem que as NETs podem estar diretamente relacionadas com

0 processo inflamatorio nesses pacientes (Silva, 2018).

1.3 Neutrofilos

1.3.1. Geracéo e liberagcdo na corrente sanguinea

Os neutrdfilos, sdo os leucdcitos circulantes mais abundantes nos seres
humanos, representando cerca de 50-70%. A sua producdo diaria atinge mais de
10! células em individuos saudaveis, podendo ser maior em situacées de infeccéo,
e acontece na medula 6ssea a partir de um precursor mieldide. A producédo de
neutréfilos é controlada principalmente pelo fator estimulador de col6nia de
granulécitos (G-CSF), produzido em resposta a interleucina-17A (IL-17A) sintetizada
por células T reguladoras (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Na presenca de
neutroéfilos apoptoticos, os mesmos podem ser eliminados por macréfagos teciduais.
Assim, esses macréfagos diminuem sua producdo da citocina inflamatoria 1L-23, que
atua reduzindo o estimulo para a producédo e liberacdo de IL-17 pelas células T.
Quando ha estimulo com produtos bacterianos, como a endotoxina por exemplo, e
producdo em quantidades elevadas de IL-1, fator de necrose tumoral (TNF) e fatores
de crescimento G-CSF e GM-CSF, a liberacdo de neutrofilos na circulacdo €
aumentada (Nauseef & Borregaard, 2014).

Durante a maturagdo, os neutréfilos passam por diversos estagios onde séo
chamados de mieloblastos, promieldcitos, mielocitos e metamielocitos, até atingirem
as formas classicamente encontradas na circulagcdo. Na forma imatura circulante, os
neutréfilos possuem nucleo em forma de bastdo, originando assim a nomenclatura
de bastonetes, enquanto as formas morfologicamente maduras, que representam a
maioria dos neutrdéfilos circulantes, possuem nucleo segmentado entre trés a cinco

I6bulos. Em situacdes especificas, € possivel observar a presenca de neutréfilos
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hipersegmentados, com nucleo apresentando 6 ou mais lobulagfes (Kolaczkowska
& Kubes, 2013; Mayadas et al., 2014) (Figura 1.5).

Moléculas expressas em
neutrofilos na medula dssea

CXCR 2; CD11b
CXCR 4

(@) (@] (@) (@) @) (@) © @) © @ O O @) O
Bastao Segmentado Hipersegmentado

e 06 o0 ©¢ 0 0 o o o o o o o o

Figura 1.5. Formas de neutréfilos encontrados na circulacédo. Neutréfilos imaturos possuem o
nacleo em formato de bastdo e aumento na expressdo de CXCR4 na superficie favorecendo a sua
retencdo na medula. Em condi¢fes inflamatdrias os mesmos séo liberados na circulagdo. Ao final do
processo de maturacdo, ha um aumento na expressao de CXCR2 e CD11b na superficie da célula,
aumentando a interacdo da célula com ligantes presentes nas células endoteliais. Assim, as formas
maduras sdo liberadas na circulacdo. Os neutréfilos maduros predominantemente encontrados séo
caracterizados pelo nicleo segmentado. Em algumas condi¢cdes também sé@o encontrados neutréfilos
hipersegmentados (fonte propria).

A retencdo de neutréfilos imaturos na medula 6ssea e a liberacdo de formas
maduras para a circulagdo estdo estritamente relacionadas a um mecanismo de
feedback envolvendo selectinas, receptores de quimiocinas e integrinas.
Resumidamente, células estromais da medula Ossea -fibroblastos, macrofagos,
células endoteliais e adipdcitos - expressam CXCL12, um ligante para o receptor
CXCR4 presente nas formas jovens de neutrofilos, mantendo assim essas formas na
medula 0ssea. Durante o curso da granulopoiese, as formas maduras de neutroéfilos
diminuem sua expresssdo de CXCR4 e passam a expressar CXCR2, um receptor
para CXCL8 (IL-8) presente nas células endoteliais, além de se tornarem CD62LM,
favorecendo a interacdo com as células endoteliais e a mobilizagdo desses
neutrofilos para a circulacdo. Interessantemente, com o passar do tempo, neutréfilos

circulantes se tornam senescentes, culminando na expressao reduzida de L-
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selectina (CD62L), além do aumento de CXCR4 e CD11b, favorecendo o retorno
para a medula 6ssea onde entram em apoptose e sdo fagocitados por macréfagos
locais. Esse processo de maturacdo, liberacdo na circulacdo e retorno para a
medula éssea ocorre em um periodo médio de 24 horas (Elghetany et al., 2002;
Nauseef & Borregaard, 2014; Rosales, 2018).

Devido ao citoplasma rico em vesiculas secretorias e granulos que sdo gerados
sequencialmente acompanhando o processo de maturacdo, os neutréfilos séo
classificados como granuldcitos. Tradicionalmente, os granulos dos neutrofilos eram
subdivididos em peroxidase positivo e peroxidase negativo, levando em
consideracdo a presenca de mieloperoxidase (MPO). Porém, devido a grande
heterogeneidade dos granulos, os mesmos foram subdivididos em trés grupos
distintos. Entre outras moléculas, os granulos priméarios ou azurofilicos, sdo ricos em
MPO e elastase neutrofilica; os granulos secundarios ou especificos, contém grande
guantidade de lactoferrina, além de pentraxina-3 (PTX-3); e os terciarios, contém
gelatinases, sendo a mais importante a metaloproteinase de matrix 9 (MMP9)
(Cowland & Borregaard, 2016).

Durante muito tempo, os neutréfilos foram considerados células com tempo
de meia vida curta, durando em média 1,5 e 8 horas na circulagcdo de camundongos
e humanos, respectivamente. No tecido o tempo varia em torno de 1-2 dias.
Entretanto, em 2010 um estudo demonstrou que neutrofilos humanos podem
sobreviver por um periodo que varia entre 12,5 horas e 5,4 dias na circulacéo
guando em situacdes homeostaticas (Pillay et al., 2010). No entanto, em um
ambiente inflamatério, a producdo de citocinas, quimiocinas, entre outros
compostos, induzem uma maior ativacdo dos neutréfilos, e essa ativacdo celular

pode culminar no aumento da sobrevida (Scappini & Cassatela, 2014).

1.3.2. Mecanismos de acéao direta contra patdégenos

Os neutrofilos sdo descritos como o principal tipo celular relacionado a
inflamacéo aguda, podendo atuar contra patégenos invasores diretamente por meio

de alguns mecanismos:

16



Fagocitose: neutréfilos sdo considerados fagocitos profissionais. Apds a
opsonizacao de microrganismos pela ligagao de anticorpos e sistema complemento,
0s neutréfilos os engolfam mediante interacdo com lipideos presentes na membrana,
alteracbes conformacionais no citoesqueleto e ativacdo de vias de sinalizagcao
celular. O englobamento de particulas ou microrganismos inteiros, leva a formacéao
de fagossomas, seguido da liberacdo de proteinas dos granulos em seu interior. Em
seguida, ha a producédo de compostos téxicos como a nicotinamida adenina fosfato
dinucleotideo oxidase (NADPH), e as espécies reativas de oxigénio (ROS). O
aumento desses compostos favorece o aumento do fluxo de ions para o interior do
fagossoma, levando a alteragdes no metabolismo do patégeno e, por consequéncia,
a sua destruicao (Nauseef & Borregaard, 2014; Kruger et al., 2015) (Figura 1.6).

Degranulacdo: o conteudo dos granulos de neutréfilos € formado por potentes
proteinas antimicrobianas e enzimas proteoliticas. A liberacdo desses produtos é
uma importante fonte na qual os neutrdfilos atuam contra patégenos invasores. A
propensdo de liberacdo dos granulos é inversamente proporcional a ordem de
geracdo dos mesmos. Sendo assim, primeiramente € liberado o conteudo das
vesiculas secretorias, seguido dos granulos terciarios, secundarios, e por ultimo dos
granulos primarios (Cowland & Borregaard, 2016). A exocitose € regulada por sinais
binarios dependentes de adesdo e ligacdo através de receptores imunes.
Inicialmente, com o remodelamento de actina e polariza¢cdo dos microtubulos ocorre
a translocacdo dos granulos para a membrana celular. Em seguida, as proteinas
Rab e SNARE se fundem mediando a adesdo dos granulos na membrana. Com
isso, hd um aumento do fluxo de calcio para o interior da célula favorecendo a

exocitose do contetdo dos granulos (Sheshachalam et al., 2014).

NETs (neutrophil extracellular traps): Em 2004, foi descoberto um mais um
mecanismo de atividade microbicida de neutrofilos, através da liberacdo de NETSs.
As NETs sao caracterizadas por uma rede de fibras compostas pelo DNA que
aprisiona e mata microrganismos extracelulares, além de contribuir para o processo
inflamatorio pela liberagcdo de compostos antimicrobianos (Brinkmann et al., 2004).
As NETs séo formadas por redes de cromatina em conjunto com uma variedade de

proteinas granulares e citosélicas derivadas de neutrofilos (Papayannopoulos et al.,
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2010). A NETose foi caracterizada como um novo tipo de morte celular programada.
Diferentemente do que € visto na apoptose e na necrose, durante a NETose a
cromatina se descondensa e, ocorre a desintegracdo da membrana nuclear e
plasmatica, possibilitando a liberacdo das NETs para posterior imobilizacdo e
eliminacdo de microrganismos invasores (Mayadas et al., 2014; Skendros et al.,
2015).

Trogocitose: Recentemente, foi descrito um novo mecanismo no qual neutréfilos
podem atuar contra patdgenos, a trogocitose. Ela € caracterizada pela capacidade
de algumas células retirarem fragmentos de células vizinhas ou de patégenos. A
trogocitose foi descrita em outras células imunes como um mecanismo de
transferéncia de proteinas de membrana, até por bactérias intracelulares na infeccéo
de células vizinhas (Dhainaut & Moser, 2014; Steele et al., 2016). Porém, um estudo
recente demonstrou que os neutroéfilos utilizam desse mecanismo para a degradacao
de Trichomonas vaginalis (Mercer et al., 2017), evidenciando assim, a capacidade

dos neutréfilos na protecdo do hospedeiro por meio de fontes alternativas.

Producdo de moléculas pré-inflamatdrias: A producéo de citocinas, quimiocinas e
mediadores lipidicos € um mecanismo usado por neutréfilos na inflamacdo apés
ativagdo por estimulos como agentes microbianos, TLRs ou padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) (Sadik et al., 2011). Neutrofilos cultivados com M.
tuberculosis, por exemplo, liberam CXCL1 e CXCL8, duas quimiocinas envolvidas no
recrutamento de neutrofilos (Riedel & Kaufmann, 1997). A producédo de TNF e IL-8
por neutrdéfilos in vitro também foi observada apés estimulo com M. leprae (Oliveira
et al., 1999). Diversos trabalhos demonstraram a capacidade dos neutréfilos de
produzir outros mediadores como IL-1(3, IL6, IL12, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2,
CXCL3 (Scapini et al., 2001; Tsuda et al., 2004; Naegelen et al., 2015; Tecchio &
Cassatella, 2016), alem de compostos oxidativos como o complexo NADPH oxidase,
que constitui a principal fonte de ROS (Decoursey & Ligeti, 2005; Winterbourn et al.,
2016).

Embora muitos ainda reconhecam os neutrofilos como células simplesmente
com papel de atuacéo direta contra microrganismos, ndo ha davidas de que eles

podem desempenhar fungdes diversificadas de acordo com o microambiente em que
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se encontram, sendo capazes de alterar suas moléculas de superficie e diversificar a
producdo de citocinas. Essas observacdes reforcam a ideia de populagbes

heterogéneas de neutrdéfilos (Tecchio et al., 2014; Tecchio & Cassatella, 2016).

¥ - °o* Moléculas
Fagocitose ¥ , ¥ pré-inflamatérias
citocinas
NETose o  quimiocinas
¥ ROS
o proteinas dos granulos

~-emmmmm patdgeno

Trogocitose

Figura 1.6. Mecanismos usados por neutrofilos para a eliminagcdo de microrganismos. Na
fagocitose, microrganismos séo encapsulados pela célula e dentro de fagossomas sdo mortos via
acdo de compostos toxicos. Na degranulacdo ocorre a liberagdo do conteddo dos granulos
citoplasmaticos de neutrdfilos, formados por diversas proteinas com propriedades antimicrobianas.
No mecanismo de NETose, a membrana nuclear é desintegrada e ocorre a liberacdo do DNA da
célula em conjunto com proteinas dos granulos formando redes que capturam 0s microrganismos
facilitando a sua eliminacdo. Na trogocitose, a célula possui a capacidade de retirar fragmentos de
patdégenos favorecendo sua morte. Além disso, os neutrofilos também liberam citocinas, quimiocinas

e ROS em condi¢des inflamatorias (Fonte prépria).

1.3.3.Subpopulacdes

Embora o conceito de heterogeneidade de neutrofilos tenha sido sugerido nos
anos 80 (Gallin, 1984), somente a partir do inicio dos anos 2000 a identificagéo e
caracterizacdo de subpopulacdes distintas de neutroéfilos passou a estar no foco de
diversos estudos relacionados a patogenia de inflamagbes sistémicas, doencas
autoimunes e cancer (Figura 1.7). Em 2004, foi publicado um dos primeiros
trabalhos caracterizando subpopulagcdes de neutroéfilos. Nesse estudo, os chamados
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PMN-1 e PMN-2 foram identificadas em um modelo murino de infeccdo com
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Nos camundongos que
desenvolveram sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS) moderada
(modelo resistente), observou-se a presenca dos neutrdfilos classificados como
PMN-1. Essa populacéo foi associada a resposta pré-inflamatéria, produzindo IL-12
e CCL3, com expressao aumentada de CD49d, assim como TLR5/TLR8 e, além
disso, eram capazes de ativar classicamente macrofagos. Em contrapartida, nos
camundongos que desenvolveram SIRS grave (modelo susceptivel), foi observada a
subpopulacdo PMN-2, com perfil anti-inflamatério pela producéo de IL-10 e CCL2,
expressando TLR7/TLR9, com capacidade de ativar alternativamente macréfagos,
além de expressar niveis reduzidos de CD49d (Tsuda et al., 2004). Neutrofilos
fenotipicamente similares aos PMN-1 e PMN-2 também foram descritos em
infeccbes por Candida albicans e Trypanosoma cruzi (Mencacci et al., 2002; Tosello
et al., 2012).

Uma outra subpopulacéo responsavel por induzir angiogénese foi identificada
em camundongos e em humanos. Utilizando um modelo murino de tecido néo
vascularizado, foi observada a presenca de uma subpopulacdo de neutréfilos com
capacidade aumentada de migracdo para os locais de hipoxia, além de liberacédo de
proteases, favorecendo respostas pré-angiogénicas (Massena et al., 2015). Além
disso, essa mesma populacdo foi relacionada a revascularizacdo de ilhotas

pancreaticas transplantadas em camundongos (Jablonska et al., 2010).

Subpopulagcdes de neutrofilos
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Figural.7. Aumento no nimero de publicacdes sobre subpopulacdes de neutréfilos entre 1990
e 2018 no PubMed.
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G-MDSCs - Em pacientes com cancer, o papel dos neutrofilos € controverso, visto
que eles séo capazes de desempenhar funcdes diferenciadas a depender de fatores
liberados em resposta ao ambiente tumoral. As células supressoras derivadas de
linhagem mieldide granulocitica (G-MDSC) sdo uma das principais subpopulacfes
de neutrdfilos relacionadas ao céncer. Inicialmente, essa populacdo foi descrita
como células supressoras mieldides (MDSC) (Peranzoni et al., 2010). Porém, com o
avanco dos estudos, observou-se gue havia a presenca de um grupo heterogéneo
de células podendo ser de origem granulocitica (G-MDSC) ou de origem monocitica
(Mo-MDSC) (Raberet al., 2014). Embora a classificacdo G-MDSCs possa sugerir a
presenca de todas as células de origem granulocitica, até o momento a presenca de
precursores de eosinofilos e baséfilos ndo foi descrito (Luckner-Minden et al., 2010;
Dumitru et al., 2012).

As G-MDSCs foram primeiramente classificadas como células com morfologia
imatura, geralmente com nucleo em formato de bastdo (Pillay et al.,, 2013). Essa
populacdo € observada na fracdo de células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) e a sua principal forma de atuacdo se da através da supressdo de funcéo
de células T, em especial por mecanismos associados ao aumento de producédo e
atividade de arginase, além de sintese de compostos oxidativos como iNOS e ROS
(Zea et al., 2005; Rodrigues et al., 2009; Condamine et al., 2016; Zhang et al., 2017).
Diversos trabalhos mostraram que essa subpopulacdo atua favorecendo a
progressao tumoral (Nagaraj et al.,, 2010; Raber et al., 2014; Keskinov & Shurin,
2015).

O perfil de expressdo dos marcadores CD14:, CD15*, CD66b*, CD11b* e
CD16*, é usado como um metodo de identificacdo das G-MDSCs, e embora essa
populacdo também expresse outros marcadores como CD11lc, CD35 e CD62L, a
identificagdo por perfil fenotipico ndo € especifica, j& que neutréfilos maduros
também compartilham esses marcadores, restringindo assim a classificacao atraves

da producéo de compostos imunossupresores (Pillay et al., 2013).

N1 X N2 - Assim como a classificagdo de macrofagos M1 e M2, foram descritos em
modelos de cancer, os chamados Neutrofilos Associados a Tumores (TANs). O
primeiro trabalho descrevendo essas populacdes foi realizado em um modelo murino

de cancer mesotelioma subcutaneo. Nesse estudo, neutréfilos com perfil antitumoral
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/| pré-inflamatério, possuindo nucleo hipersegmentado, com capacidade de ativar
linfécitos T citotoxicos e produzir citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias como
TNF-a, foram nomeados N1. Em contrapartida, formas imaturas de neutréfilos com
caracteristicas pro-tumorais e imunossupressoras, especialmente por apresentarem
a producdo elevada de arginase, culminando assim na inativacdo de células T
efetoras, assim como as G-MDSCs, foram nomeados N2 (Fridlender et al., 2009).
Além disso, esse estudo sugeriu que o TGF-B pode exercer um papel fundamental
na polarizacdo de neutrofilos N1 em N2. Eles observaram que apdés tratamento com
inibidor de TGF-B, houve um aumento na migracdo de neutrofilos N1 para o local do
tumor, com elevados niveis de producdo de iINOS, citocinas pro-inflamatérias e
expressdo de moléculas de adesdo como ICAM-1 nos neutrofilos. Os niveis de
MRNA de TNF, ICAM-1, além de quimiocinas necessarias para o recrutamento de
neutréfilos se encontraram aumentados apés bloqueio de TGF-B. Entretanto, os
niveis de mRNA de VEGF foram reduzidos quando comparados aos neutréfilos de

camundongos nao tratados com o inibidor.

Embora muito ainda tenha de ser estudado para um melhor entendimento da
capacidade de polarizacdo dos neutroéfilos, um estudo recente mostrou por analise
transcriptbmica que os neutrofilos N1 e N2 possuem perfis de expressdo génica
distintos e, que suas propriedades funcionais sédo possivelmente induzidas pelo

microambiente tumoral no qual se encontram (Shaul et al., 2016).

1.3.3.1 Neutréfilos de baixa densidade

Tradicionalmente, os neutréfilos sdo purificados por meio de separacdo em
um gradiente de densidade, como o Ficoll (Boyum, 1968), e com isso podemos
observar na fracdo de granulocitos os chamados neutréfilos de alta densidade, ou
HDNs (do inglés, “High Density Neutrophils”). Os HDNs sé&o neutrdéfilos presentes em
condicbes homeostaticas, e consistem de uma subpopulacdo homogénea de
neutréfilos morfologicamente maduros, com ndcleo segmentado, grande quantidade
de granulos em seu citoplasma, além de possuirem perfil pro-inflamatério devido a
sua citotoxicidade e aumento na expresséo de mediadores antitumorais. Atualmente,
uma subpopulacdo heterogénea — imaturos e maduros - de neutrofilos de baixa

densidade, chamada LDN (do inglés, “Low Density Neutrophils”), tornou-se foco de
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estudo no contexto de diversas doencas. Esta subpopulacdo encontra-se
colocalizada com células mononucleares na fragcdo de PBMC apds separacdo das
células por um gradiente de densidade e, tem sido relacionada a gravidade de
algumas doencas inflamatorias (Carmona-Rivera & Kaplan, 2013; Scapini &
Cassatella, 2014).

Em 1986, Hacbarth & Kajdacsy-Balla identificaram por analises morfolégicas,
a presenca de células com morfologia similar a neutréfilos na fracdo de PBMC de
pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, Artrite Reumatoide e Febre Reumatica
Aguda. Também foi observado que havia uma relacdo entre a frequéncia de LDNs
encontrados e a quantidade de linfocitos dos pacientes. Porém, somente nos anos
2000 essa populacdo de neutrdfilos comecgou a ganhar notoriedade. Em um estudo
publicado em 2003, analisou-se o padrdo de expressdo génica em PBMC de
pacientes com lapus. Tal trabalho, identificou a presenca de genes relacionados a
neutréfilos diferencialmente expressos em pacientes com ldpus, quando
comparados a controles sadios. Além disso, niveis elevados de LDNs em diferentes
fases de maturacdo também foram observados na circulagdo dos pacientes (Bennet
et al., 2003).

Ainda ndo existe concenso quanto a origem dos LDNs. Por essa populacao
ser descrita como uma populacdo mista de células, uma das hipéteses é a que
sugere que os LDNs sao liberados imaturos da medula 6ssea em resposta a
estimulos inflamatorios. A outra hipotese € a de que neutréfilos ativados degranulam

na circulacao, alterando a sua densidade (Denny et al. 2010; Sagiv et al. 2015).

Andlises fenotipicas de preparacbes de PBMC de pacientes com lUpus
revelaram também que os LDNs destes pacientes sdo compostos por células
ativadas, com frequéncia variante entre 1,2 — 54%, com média de 17% do total de
PBMCs. No contexto do Iupus, os LDNs foram capazes de produzir niveis mais altos
de mediadores proé-inflamatérios, como IFN do tipo 1, IFN-y e TNF, e foram capazes
de atuar sobre as células endoteliais, aumentando o dano vascular associado a
patogenia da doenca (Denny et al., 2010). Além do mais, também €& descrito que
LDNs de pacientes com lupus possuem capacidade fagocitica reduzida, porém sao
mais propensos a formar NETSs, favorecendo a inflamacéao cronica e a gravidade da

doenca (Denny et al., 2010; Garcia-Romo et al., 2011, Villanueva et al., 2011).
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No ldpus, as NETs sdo descritas como uma das fontes de geracdo dos
autoantigenos importantes na patogénese da doenca, e a presenca de moléculas
pré-inflamatérias que constituem as NETs culmina em uma maior secrecao de IFN,

agravando a inflamacéo e os danos teciduais (Podolska et al., 2015).

No céancer, os LDNs foram descritos como uma populacdo heterogénea,
constituida tanto por células maduras quanto imaturas (Sionov et al., 2015). A
presenca de LDNs foi observada em pacientes com cancer de mama e pulmonar
chegando em média a 18% do total de PBMCs. Nesses pacientes, os LDNs
apresentaram fendtipo mais ativado devido a maior expressdo de CD11b e CD66b
gquando comparados a HDNs. Além disso, foi observado que apds incubacédo de
LDNs em meio condicionado a 4-T1 (células de carcinoma mamario), os LDNs
desenvolviam propriedades imunossupressoras, com diminuicdo na capacidade
quimiotatica, fagocitica e oxidativa pela reducdo na producdo de H202,
diferentemente dos HDNSs. Esse estudo também foi um dos primeiros a sugerir que o
TGF-B pode estar envolvido na capacidade de diferenciacdo de neutréfilos em
LDNs, assim como o observado na polarizacdo de neutréfilos em perfil N2 (Sagiv et
al., 2015).

HDNs e LDNs expressam os mesmos marcadores moleculares relacionados
a neutrofilos, como CD15, CD16, CD11b e CD66b, podendo haver diferencas nos
niveis em que séo expressos na membrana da célula, como visto em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar (Liu et al., 2017). Outro estudo em modelo de cancer
mostrou LDNs com caracteristicas pro-tumorais e imunosupressoras, como em
pacientes com HIV, devido a expresséo elevada de PDL-1 (Programmed death-
ligand 1), uma molécula com propriedades imunomodulatorias que ao se ligar em
seu receptor dispara sinais inibitérios em linfécitos. Altos niveis plasmaticos de
proteinas presentes nos granulos de neutréfilos, em especial Arginase-1, também

foram observados nesses pacientes (Bowers et al., 2014).

Pillay e colaboradores (2012) observaram uma subpopulacdo de neutrdfilos
supressores cirulantes hipersegmentados em pacientes com inflamacéo sistémica
aguda, com fendtipo CD16" CD62L'%. Essa populacdo foi capaz de suprimir a
proliferacdo de células T ativadas através da liberacdo de H202 nas sinapses
imunoldgicas geradas pelo contato célula-célula entre o complexo de integrinas Mac-

1 (CD11b/ CD18). Esse mecanismo de supressao é similar ao que foi observado em
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células dendriticas de camundongos (Varga et al., 2007). Estudos também
demostraram a presenca de formas maduras de G-MDSCs, fortificando a ideia de
populacdes heterogéneas de neutrofilos supressores (Dumitri et al., 2012; Youn et
al., 2012; Wang et al., 2013; Lang et al., 2018). Outro estudo, observou a presenca
de LDNs maduros na cavidade peritoneal de pacientes com cancer gastrico, com
fenotipo ativado devido a expressdo aumentada dos marcadores CD15, CDG66b,
CD11b, CD63 e CD62L'"*", Nesses pacientes, foi observado que os LDNs possuem a
habilidade de formar NETs, as quais sdo mais adesivas e favorecem o

desenvolvimento de metastases (Kanamaru et al., 2018).

Em pacientes com sepse, a presenca de LDNs supressores foi correlacionado
com a gravidade da doenca e com a perda de funcdo em células T CD8 e NK.
Nesse trabalho, os pacientes sépticos apresentaram um aumento na expressao de
PDL-1 na membrana dos neutréfilos, além de reducdo nas capacidades funcionais
como a fagocitose (Patera et al., 2016). Esse resultado corrobora com os achados
de um outro estudo em pacientes com sepse onde se identificou a presenca de
formas imaturas de neutréfilos com propriedades imunossupressoras, possivelmente
LDNs (Guérin et al., 2014)

Surpreendentemente, LDNs ja foram observados também em mulheres
gravidas, sendo essa populacdo responsavel pela liberacdo elevada de arginase
observada no sangue periférico e na placenta, induzindo mecanismos de
imunossupressao necessarios para a tolerancia do sistema imunolégico da mae ao
feto (Ssemaganda et al., 2014). A figura 1.8 demonstra as principais subpopulacdes

de neutroéfilos descritas no texto.

-

Imunossupressor Pré-inflamatdrio Fendtipo ativado

(Sepse, Cancer, HIV)

— Plasma ﬁ "
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Granuldcitos/HDN ‘3

(Maléria e Tuberculose)

“
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9 !

Figura 1.8. Subpopulac6es de neutréfilos isolados por gradiente de densidade. Na camada de
células mononucleares ha descritos LDNs: imaturos e maduros com perfil imunossupressor em

pacientes com sepse, diversos tipos de cancer, e infectados por HIV; Pré-inflamatorios encontrado
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em pacientes com lUpus eritematoso sistémico, e constituido por uma populagdo mista de células
imaturas e maduras; E em outras condi¢c8es infecciosas como maléaria e tuberculose ha descritos
LDNs maduros com fenétipo de células ativadas sem perfil definido. Os HDNs sao descritos

classicamente como células maduras com propriedades pré-inflamatérias. (Fonte prépria).

Em um estudo realizado com amostras de pacientes infectados com
Plasmodium vivax, foi observada uma grande quantidade de LDNs com perfil
ativado, pela analise dos marcadores CD66b, CD16, CD15 e CD11b na fracdo de
PBMC com atividade fagocitica mantida, e maior capacidade de produzir ROS em
relacdo aos HDNs. Também foi demonstrado nesse estudo que os LDNs dos
pacientes com infec¢cdo aguda ndo expressavam marcadores relacionados a formas
imaturas de neutrofilos e os HDNs liberaram niveis elevados de MPO, corroborando
com a hipétese de que LDNs sdo gerados através de degranulacdo, nesse caso
relacionada a infeccdo por P. vivax, e possivelmente contribuem para a inflamacao

sistémica associada a doenga (Rocha et al., 2015).

Sabendo que a hanseniase € uma doenca altamente inflamatéria, deve ser
levado em consideracédo a possibilidade de subpopulacdes de neutrofilos estarem
atuando na patogénese da doenca, especialmente no ENH. A presenca de um
infiltrado de neutréfilos nos pacientes com ENH é um evento importante que pode
sugerir o papel ativo dos neutrofilos no curso da doenca (Kahawita & Lockwood,
2008).

A nossa hipotese é que neutréfilos degranulam na circulagdo, em resposta ao
ambiente inflamatério induzido pelo M. leprae, gerando LDNs. E o aumento de LDNs
contribui para a inflamacé&o sistémica associada ao ENH. Dessa forma, o presente
estudo buscou caracterizar a presencga de LDNs circulantes em pacientes ENH por
meio de andlises morfoldgicas e fenotipicas, e investigar o possivel envolvimento da

degranulacao na geragéo de LDNSs.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a presenca de LDNs circulantes na hanseniase, em especial no ENH, e
analisar o perfil fenotipico dessa subpopulagéo. Assim como, avaliar o envolvimento

da degranulacdo como um mecanismo relacionado a geracao de LDNSs.

2.2. Objetivos especificos

1. Identificar subpopulacdo de LDNs circulantes em pacientes com hanseniase,

comparando pacientes PB vs. MB e MB vs. ENH;

2. Analisar o perfil de ativacdo de LDNs comparando pacientes ENH e

individuos nao reacionais;

3. Avaliar se o tratamento com a talidomida interfere na presenca e no perfil de

LDNs de pacientes ENH através de acompanhamento longitudinal;

4. Avaliar o papel da degranulacdo na geracdo de LDNs em pacientes com

hanseniase;

5. Avaliar se o M. leprae é capaz de induzir a geragdo de LDNSs in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental:

Este estudo foi delineado como estudo caso-controle em uma coorte de
pacientes com hanseniase recém-detectados antes do tratamento. Os pacientes
com hanseniase foram diagnosticados e classificados de acordo com os critérios de
Ridley e Jopling (1966) e acompanhados no Ambulatério Souza Araudjo (ASA),
unidade clinica do Laboratério de Hanseniase (LAHAN) do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), FIOCRUZ, no Rio de Janeiro. Pacientes com comorbidades infecciosas
agudas ou cronicas, idade inferior a 18 anos, dependentes quimicos e utilizando
qualquer medicacdo no momento do diagnostico ndo foram incluidos no estudo.
Foram incluidos no estudo um total de 55 pacientes com hanseniase distribuidos
entre as diferentes formas clinicas da doenca. Nem todos os pacientes incluidos no
estudo foram andlisados por citometria de fluxo quanto a frequéncia de LDNs
(Tabela 1).

Os casos de ENH foram selecionados entre os pacientes que tiveram o
diagnéstico clinico confirmado por analises histopatoldgicas. Pacientes ENH tiveram
acompanhamento longitudinal 7 dias ap6s o inicio do tratamento com talidomida
(100 ou 300 mg dose diaria). A definicdo de caso de pacientes ENH foi realizada
analisando a presenca de nodulos cutdneos ou subcutaneos sensiveis a dor,
acompanhadas ou nado por febre, mal-estar ou outro envolvimento sistémico. Os
casos controles foram selecionados entre os pacientes com hanseniase BT e BL/LL
sem reacdo no momento do diagndstico inicial e antes do inicio do tratamento com
PQT. Os pacientes com as formas clinicas BT e BL/LL foram chamados no presente
estudo de PB e MB, respectivamente, de acordo com a classificagdo operacional da
OMS. Todos os pacientes foram tratados conforme recomendado pela OMS. As
amostras bioldgicas (sangue e pele) foram coletadas por profissionais capacitados
no ASA e transportadas ao laboratorio em caixa isotérmica. As amostras de pele
foram utilizadas na rotina de diagnostico dos pacientes. As amostras de sangue

foram utilizadas para obtencao de soro e neutrofilos.
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Tabela 1: Dados gerais de cada grupo de pacientes incluido no estudo.

Caracteristicas PB MB ENH
Sexo
7-5 4-14 5-20
(Fem — Masc)
Mediana de idade 50 50 47
(min — max) (31-64) (22 -64) (30-75)
Citometria n= 6 11 17
Elisa n= 11 13 19

3.2. Consiferacdes éticas:

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres humanos
do I0C/Fiocruz (CAAE 56113716.5.0000.5248). A participacdo de cada individuo
incluido no estudo ocorreu apOs assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido.

3.3. Escala de gravidade do ENH:

De acordo com a sintomatologia, os pacientes com ENH foram classificados
clinicamente em ENH leve, moderado e grave (Ficha da escala de severidade em
Anexo). Resumidamente, os pacientes que receberam a classificacdo de ENH leve
nao apresentavam sintomas sistémicos e possuiam menos de 10 lesdes cutaneas
localizadas em poucas regides. Nos pacientes classificados com ENH moderado
observou-se presenca entre 10 a 20 nédulos subcutaneos doloridos ao toque, em
conjunto com febre moderada (<38,4°C) e outros sintomas sistémicos discretos. Os
classificados com ENH grave apresentavam mais de 20 ndédulos subcuténeos
doloridos distribuidos pelo corpo, além de lesdes ulceradas, geralmente em mais de
5 regides, febre alta (=38,5°C), entre outros sintomas sistémicos (Schmitz et al.,
2016).
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3.4. Processamento do sangue para obtencdo de LDN e HDN:

A manipulacdo do material biolégico foi realizada na cabine de seguranca
biologica NB2 em ambiente estéril, respeitando as normas de precaucdes para a
manipulacdo de material bioldgico. O sangue periférico heparinizado foi diluido 1:1
em tampado salina fosfato (PBS) para separacdo das células por gradiente de
densidade em Ficoll Hyaque (GE Healthcare, Suécia) com densidade de 1,077 g/mL.
Apos centrifugagdo a 900 xg, sem freio, a 25°C, por 30 minutos, a fracdo de células
mononucleares foi coletada e lavada duas vezes com PBS (500 xg, por 10 minutos,
a 4°C). Em seguida, as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 (LGC
biotecnologia LTDA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (FBS), L-
glutamina a 2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100mg/mL (meio
completo). Uma pequena aliquota dessa suspensédo celular foi diluida em azul de
Tripan (Bio WHITTAKER, EUA) (1:20) e avaliada em camara de Neubauer, para a
estimativa da concentracdo de células viaveis. Da fracdo de PBMC foram obtidos os
neutréfilos de baixa densidade (LDNs) colocalizados. Na fracdo de células
vermelhas obtida apds a centrifugacdo do gradiente de Ficoll, foi acrescentado 45
mL de solucéo de lise de eritrécitos ACK (1,7 M de NH4Cl, 0,1M de KHCOs e 1 mM
EDTA) durante 10 minutos por duas vezes seguido de centrifugacéo (500 xg, por 10
minutos, a 4°C). Em seguida o pellet contendo os neutréfilos de alta densidade
(HDNs), foi lavado em PBS (500 xg, por 10 minutos, a 4°C) e ressuspendido em

meio completo para quantificacéo.

3.5. Analise morfologica das subpopulagfes de neutrofilos:

Para a preparacdo de laminas em cytospin, amostras contendo entre 1x10° e
5x10° células das subpopulacées LDN e HDN separadas apds processamento por
Ficoll foram ressuspendidas em meio completo. Em seguida as células foram
submetidas a citocentrifugacdo em Cytospin & 60 xg durante 6 minutos, e
subsequentemente, as células aderidas as laminas foram coradas utilizando o Kit
para coloracdo diferencial Panotico Rapido (Laborclin — solugéo de triariimetano a
0,1%, xantenos 0,1% e tiazinas 0,1%). Ao final na coloracdo, as laminas foram
analisadas em microscépio Optico para analise da morfologia celular. A
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imunofluorescéncia foi realizada através da aderéncia da fracdo de PBMC em laminas
por cytospin, utilizando 5 x 10° células por lamina. Em seguida, as células foram
fixadas por 10 minutos em PFA 4%. Apos a fixacdo, as células foram lavadas 3 vezes
em PBS 1X e permeabilizadas em 200 pl de saponina 0,5% por 10 min, em camara
Umida a temperatura ambiente. Passado o tempo de permeabilizacdo, as células
foram novamente lavadas em PBS 1X e foi adicionado 200 pl de tampéo de bloqueio -
5 % Soro normal de cabra em PBS 1X , seguido de incubacdo por 30 minutos. As
células foram lavadas e marcadas com o anticorpo anti-PTX3 FITC (Hycult) diluido
1:500 em tampéo de bloqueio por 1 hora em camara Umida, protegido da luz a 4°C.
Ao final do tempo de marcacdo, foram realizadas novamente 3 lavagens, com
posterior marcacdo com 200 ul de DAPI 1x (Sigma-Aldrich) por 5 minutos. Apés todo
0 processo, as laminas foram lavadas 2 vezes em PBS 1x e foi realizada a montagem
com 2 pl de Permafluor (Thermo Scientific) posicionando uma laminula sobre a lamina
contendo as células. Por fim, as laminas foram vedadas com meio de montagem
(Permount™ Mounting Medium; Fisher Chemical™/ Fisher Scientific), e analisadas no
microscopio AxiObserver Z1 Colibri (Zeiss), sendo as imagens processadas no

software AxioVision (Zeiss).

Para as analises por microscopia eletrbnica de transmisséo, a fracdo de PBMC
contendo entre 2 a 5 x 108 células foi fixada em glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich)
em tampdao cacodilato de sodio 0,1 M por 1 hora a 25°C. Em seguida, as amostras
fixadas foram armazenadas em geladeira até o0 momento em que foram transportadas
para processamento no Laboratério de Biologia Estrutural (IOC/Fiocruz). La as
amostras foram lavadas no mesmo tampéao e poés fixadas em tetroxido de 6smio 1%
(Sigma-Aldrich) contendo ferrocianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio 2.5 mM
por 1 hora a 4°C. Em seguida, as células foram centrifugadas e submetidas a
desidratacdo em acetona. As amostras foram adicionadas a resina PolyBed 812
(Polysciences) para a polimerizagcdo e em seguida os cortes foram realizados e
posicionados sobre grades. O contraste dos cortes foi realizado utilizando-se acetato
de uranila 1%. As analises e fotografias foram realizadas no microscopio JEM-1011

(Jeol, Téquio, Japdo) da Plataforma de Microscopia Eletrénica do 10C.
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3.6. Citometria de fluxo multiparamétrica:

LDNs foram analisados na fracdo de PBMC por citometria de fluxo. Inicialmente,
foi feita a etapa de blogueio no pellet contendo 5x10° células por tubo em volume de
10 L de solucéo de blogueio (PBS/ BSA1% + 5% Soro Humano Inativado) por 20
minutos. Passada a etapa de bloqueio, foi adicionado o tampao (PBS/ BSA1%),
seguido de marcacédo utilizando os anticorpos listados na tabela 2, em um volume
final total de marcacédo de 50 pL. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 4°C,
protegidas de luz. Passado o periodo de incubacéo, as células foram lavadas em 200
uL de tampao, com centrifugacdo por 5 minutos a 325 xg, seguido de descarte do
sobrenadante e fixacdo em PFA 4% durante 10 minutos. Apés a fixagdo, as células
foram lavadas novamente e o pellet foi ressuspendido em 200 ul de tampao. As
amostras foram armazenadas protegidas de luz em geladeira até o momento da
leitura. Para a leitura das amostras foi utilizado o citbmetro BD FACSAria (BD
Biosciences) da Plataforma Tecnoldgica da Fiocruz. Foram adquiridos 50.000 eventos
por amostra dentro da regido de granulécitos utilizando os parametros SSC x FSC.

Tabela 2: Descri¢ao dos anticorpos utilizados nas analises por citometria de fluxo.

Anticorpos Catélogo Empresa Diluicéo
CD15 PB (SSEA-1) 323024 Biolegend 1:200
CD15 PECy5 (SSEA-1) 323014 Biolegend 1:100
CD14 FITC 11-0149-42 eBioscience 1:100
CD14 PercP-Cy5.5 45-0149-42 eBioscience 1:100
CD11b PE 301306 Biolegend 1:100
CD16 PECy7 25-0168-42 eBioscience 1:100
CD62L FITC 14-0629-73 eBioscience 1:100
CD66b AF700 305113 Biolegend 1:100
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3.7. Estratégia de anélise

Os dados referentes as citometrias foram analisados utilizando o software FlowJo
(BD Systems, USA). Primeiramente, realizamos o gate dos singlets com o0s
parametros forward scatter-height (FSC-h) vs. FSC-a, altura e area respectivamente,
para a exclusdo de doublets (agregados celulares). Utilizando os parametros side
scatter (SSC-a) e FSC-a realizamos o gate no PBMC eliminando debris celulares.
Os LDNs foram caracterizados dentro do gate de PBMC como células CD15*CD14~
(Figura 3.1) (Denny et al., 2010). O marcador CD14 ¢ utilizado classicamente para a
identificacdo de mondcitos e a expressado de CD15 é tradicionalmente utilizada para
a identificac@o de neutrdéfilos periféricos, possibilitando assim a diferenciagdo desses
dois tipos celulares.

Os LDNs foram analisados quanto a expressao de CD11b, CD16, CD66b e
CD62L através da mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) (Figura 3.1).
Utilizamos como controle amostras marcadas com anti-CD14 e anti-CD15 sem a
marcacao dos receptores de interesse. Esse tipo de controle € atualmente utilizado
em painéis com a marcacdo de multiplos fluorocromos, e possibilita a identificacédo
da entrada dos outros fluorocromos no canal de interesse. O valor da MFI da
amostra controle foi subtraida da MFI da amostra marcada analisada para a adi¢éao

dos dados nos gréficos.
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Figura 3.1. Esquema demonstrativo da estratégia de analise das citometrias de fluxo. Utilizando
0s parédmetros FSC-h vs. FSC-a foi realizada a selecdo dos singlets. Em seguida realizamos o gate
PBMC com os parametros SSC-a vs. FSC-a para a eliminacdo de debris celulares. Os LDNs foram
identificados como CD15*CD14~ A expressao de CD16, CD11b, CD66b e CD62L nos LDNs foi
analisado através da MFI comparando com amostras controle ndo marcadas com os anticorpos de

interesse.

3.8. Dosagem de MMP-9 sérica por ELISA:

Os niveis séricos de MMP-9 foram avaliados por um kit comercial de ELISA
(DY911 — R&D Systems) de acordo com o protocolo do fabricante. Placas de 96
pocos de ELISA foram revestidas com anticorpos de captura anti-MMP-9 e mantidas
na geladeira por 18 horas. Apods lavagem das placas com tampéao indicado pelo
fabricante, adicionamos os soros diluidos 10 vezes nos pocos destinados as
amostras. Em paralelo, MMP-9 recombinante foi adicionada aos po¢os para geracao
da curva-padréo. O tempo de incubacao foi de 2 horas. Apés um novo ciclo de
lavagem, adicionamos o anticorpo de deteccdo anti-MMP9. A reacdo foi revelada
através do uso de Streptavidina-peroxidase e o substrato TMB (3,3'5,5'-
Tetrametilbenzidina). Este ensaio detecta MMP-9 total tanto na sua forma ativa

quanto na pr6 formada. O nivel de detec¢cdo minimo do kit € 31,2 pg/mL.

3.9 Geracao de LDNs in vitro

Para a geragdo de LDNs in vitro, 2 mL de sangue total de 3 individuos sadios
foram estimulados com M. leprae morto sonicado (BElI Resources) nas
concentracdes de 1, 5, 10 e 20 pg/mL durante 24 horas a 37° C. Passado o tempo
do estimulo, o sangue total foi fracionado por centrifugacdo em gradiente de
densidade Ficoll-Hypaque e a fracdo de PBMC foi analisada por citometria de fluxo

utilizando os anticorpos anti-CD15 e anti-CD14 como ja descrito anteriormente.

3.10 Analise estatistica:

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad

PRISM versdo 5 (GraphPad Software, USA). Primeiro realizamos o teste de
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normalidade D’Agostino-Pearson para observar a distribuicdo dos nossos dados.
Para comparar os resultados de dois grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney nao
pareado, e 0 teste de Wilcoxon para amostras pareadas de distribuicdo nao
paramétrica. Para comparar mais de dois grupos de amostras ndo paramétricas, foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn.
Os coeficientes de correlacdo de Spearman ou Pearson foram utilizados quando
apropriados, a depender da distribuicido dos dados. As diferencas foram

consideradas significativas a partir de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Classificacdo dos pacientes com ENH incluidos no estudo

O estudo compreendeu um total de 25 pacientes com ENH, sendo 80% da
populacao de estudo do sexo masculino e 20% do sexo feminino com idade entre 30
e 75 anos. Os pacientes ENH apresentaram a reacao antes, durante ou apos a PQT.
Onze pacientes com ENH foram analisados por citometria de fluxo quanto a
frequéncia de LDNs circulantes e por Elisa quanto a degranulacdo de MMP-9
(Tabela 3).

Como foi brevemente citado na metodologia, a classificacdo clinica do ENH em
leve, moderado e grave foi determinada de acordo com a sintomatologia clinica do
paciente, sendo gerado um escore a partir de avaliacdes clinicas levando em conta:
presenca de febre, quantidade e extensdo de lesdes na pele, edema periférico e
sinais sistémicos (mal estar, cefaleia, queixas nasais e visuais, mialgia, dor
testicular, dor éssea e neural, alteracdo de sensibilidade, cianose, fraqueza
muscular, perda de peso, artralgia, parestesia e adenomegalia) (Schmitz et al.,
2016). Dos 25 pacientes avaliados, 13 foram classificados com ENH Grave, 8 com
ENH Leve e 4 com ENH Moderado.

Sete pacientes ENH foram acompanhados em dois momentos: (i) no diagnéstico
da reacao e (ii) 7 dias ap6s o inicio do tratamento com talidomida; estes serdo
denominados ENH e ENH Tal, respectivamente. As caracteristicas demograficas e

clinicas dos pacientes ENH podem ser observadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas dos pacientes ENH incluidos no
estudo

Paciente Idade Sexo Forma Clinica Gravidade Ensaio
ENH
1 54 F LL Grave Citometria e Elisa
2* 50 F LL Grave Citometria e Elisa
3 35 M LL Grave Citometria e Elisa
4* 40 M LL Grave Citometria e Elisa
5~ 38 M LL Moderado Citometria
6* 52 M LL Leve Citometria e Elisa
7* 64 M LL Moderado Citometria e Elisa
8 73 M LL Grave Citometria e Elisa
9 30 M BL Grave Citometria
10* 47 M LL Leve Citometria e Elisa
11 52 M LL Grave Citometria
12 47 M LL Leve Citometria e Elisa
13 50 M BL Grave Citometria e Elisa
14* 75 M LL Grave Citometria e Elisa
15 48 M BL Leve Citometria
16 32 F LL Grave Citometria
17 40 M LL Moderado Citometria
18 34 M LL Leve Citometria
19 38 M BL Leve Citometria
20 39 M LL Moderado Citometria
21 34 M LL Grave Elisa
22 61 M LL Grave Elisa
23 52 F LL Grave Elisa
24 37 M LL Leve Elisa
25 57 F LL Leve Elisa
26 38 M LL Moderado Elisa

Os pacientes identificados com * foram analisados no momento do diagnéstico de ENH e também 7
dias ap0s o inicio do tratamento com talidomida. BL, forma boderline lepromatosa; LL, forma polar
lepromatosa.
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4.2 Presenca de LDNSs circulantes em pacientes com ENH

Atualmente, o ENH tem sido descrito como uma condi¢cdo imunomediada por
neutrofilos (Polycarpou et al., 2017). Sendo assim, buscamos identificar se havia a
presenca de subpopulacbes de neutréfilos circulantes de baixa densidade.
Inicialmente, analisamos a presenca de LDNs por analises morfologicas na fracéao
de PBMC de pacientes com ENH, e observamos a presenca de células
morfologicamente similares a neutrofilos por microscopia de campo claro apés
coloragdo com Pandtico (Figura 4.1 A). Além disso, foram realizadas andlises por
imunofluorecéncia através da marcacdo de PTX3, uma proteina exclusiva de
granulos secundarios de neutrdéfilos (Jaillon et al., 2007), que confirmou a presenca
de células com nacleo multilobular e marcacgéo positiva de PTX3 na fracdo de PBMC
(Figura 4.1 B). Em todas as analises por microscopia de campo claro observamos a
presenca de neutréfilos morfologicamente maduros (>95%), segmentados e

hipersegmentados, colocalizados com as células mononucleares.
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Figura 4.1: Presenca de LDNs no sangue periférico de paciente com ENH. PBMC foi isolado
aposcentrifugacdo do sangue periférico de pacientes ENH por gradiente de densidade. (A) Analise
morfologica confirmando a presenca de LDNs por coloragdo de Panoético Rapido. As setas indicam os
LDNs; (B) Imunofluorescéncia com o marcador PTX-3 (marcacdo em verde — FITC) e DAPI
(marcacdo em azul — nucleos). Imagens representativas de 1 individuo com ENH antes do inicio do

tratamento da reac&o.
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Realizamos também analises por microscopia eletrbnica de transmissdo, na
qual comparamos morfologicamente LDNs e HDNs de pacientes ENH (Figura 4.2).
Os LDNs foram analisados na fracdo de PBMC e os HDNs foram purificados a partir
da fracdo de granuldcitos apos o processamento do sangue por gradiente Ficoll-
Hypaque. Comparando as caracteristicas morfologicas dessas duas subpopulacoes,
observamos que ambas apresentam nucleo segmentado, sendo possivel observar
claramente suas lobulacbes, com a heterocromatina (parte mais densa) e
eucromatina (parte descondensada) bem delimitadas (Figura 4.2). Nao observamos
presenca de vacuolizacdo e sinais de apoptose nos LDNs e HDNs (Figura 4.2).
Vimos que os granulos estdo mais evidentes no citoplasma dos HDNs (Figura 4.2 B

e D) do que nos LDNs (Figura 4.2 A e C). Além disso, observamos nos LDNs a

presenca de projecdes de membrana (Figura 4.2 A e C).

Figura 4.2: Analise da morfologia de LDNs e HDNs presentes no sangue periférico de pacientes
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ENH por microscopia eletrénica de transmissdo. Imagens representativas de LDNs e HDNs
obtidos apos processamento do sangue de 5 pacientes ENH por gradiente de densidade. (A e C)
LDNs presentes na fracdo de PBMC de pacientes com ENH; (B e D) HDNs isolados da fracdo de
granulécitos de pacientes ENH. H — heterocromatina; E — eucromatina; G — granulos; PM — projecdes
de membrana.

Por citometria de fluxo, confirmamos a presenca de LDNs na fragdo de PBMC
de pacientes com ENH usando a marcacéo diferencial com base na expressao de
CD15 e CD14 como descrito na literatura (Denny et al., 2010; Deng et al., 2016). Os
LDNs foram classificados como CD15*CD147, enquanto os mondcitos foram
classificados como células CD15CD14*. Utilizando esse parametro, observamos
gue os pacientes com ENH possuiam células CD15*CD14 na fracdo de PBMC
(Figura 4.3).

CD15
CD15

CD14 CcD14

Figura 4.3: Presenca de LDNs circulantes em pacientes com ENH analisada por citometria de
fluxo. Fracdo de PBMC foi isolada apés centrifugacdo do sangue periférico de pacientes ENH por
gradiente de densidade. O gate nos LDNs foi realizado no PBMC usando o pardmetro CD15*CD14-
por citometria de fluxo. Grafico dot plot representativo de 2 pacientes ENH grave.
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4.3 LDNs elevados no ENH estao relacionados a gravidade da reacao

Apos confirmarmos a presenca de LDNs em pacientes com ENH, buscamos
identificar se esse fendnemo era exclusivo desse quadro clinico. Para isso
analisamos a fracdo de PBMC de individuos sadios e pacientes com hanseniase PB
e MB sem reacdo por microscopia e citometria de fluxo, utilizando os mesmos
parametros de andlise citados anteriormente. Os individuos sadios analisados no
presente estudo possuiam frequéncia de LDNs inferior a 1% na circulagdo, ndo
sendo possivel observar essas células por microscopia, corroborando com a
literatura (Figura 4.4). Observamos que pacientes com hanseniase PB e MB também
apresentavam LDNs sendo essa presenca ainda mais significativa (em torno de 4x
maior) no quadro clinico de ENH (Figura 4.4). Vimos que os LDNs circulantes em
pacientes PB e MB sdo morfologicamente maduros, com nucleo segmentado assim

como o observado nos pacientes ENH (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Pacientes ENH possuem mais células CD15*CD14. O PBMC foi isolado apods
centrifugacao do sangue periférico de individuos sadios e pacientes com hanseniase PB, MB e ENH

por gradiente de densidade. O gate nos LDNs foi realizado no PBMC usando o parametro
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CD15*CD14- por citometria de fluxo. Grafico dot plot representativo de 1 individuo por grupo.
Presenca de LDNs por coloracdo de Panético Rapido. As setas indicam os LDNs. PB, Paucibacilar;

MB, Multibacilar; ENH, Eritema Nodoso Hansénico.

Apoés confirmacgéo da presenca de LDNs em pacientes com todas as formas da
hanseniase, n6s buscamos avaliar se havia diferenca na frequéncia de distribuicéo
dessa populacdo comparando os niveis de LDNs entre pacientes de diferentes
formas clinicas da hanseniase. Os resultados foram apresentados na forma de
média *+ erro-padrdo. Observamos que os pacientes MB apresentavam valores
médios de frequéncia de LDN aproximadamente 1.5 vezes maior do que o0s
pacientes PB (2.745 £ 0.8715 e 1.774 + 0.7826, respectivamente. P= 0.6990) (Figura
4.5 A). Quando comparados ao grupo controle sadio onde a frequéncia foi inferior a
1%, a diferenca entre as médias foi ainda maior, cerca de 5.4 vezes superior nos
pacientes PB (0.3250 + 0.1258 e 1.774 + 0.7826, respectivamente. P= 0.4244), e 8.4
vezes maior no grupo de pacientes MB com diferenca estatistica significativa
(0.3250 £+ 0.1258 e 2.745 £ 0.8715, respectivamente. P= 0.0195) (Figura 4.5 A).
Além disso, também foi possivel observar que os pacientes ENH possuem LDNs em
niveis elevados quando comparados a pacientes MB (5.886 + 1.494 e 2.745 +
0.8715, respectivamente. P= 0.0393) (Figura 4.5 B). A frequéncia minima e maxima
de LDNSs circulantes entre os pacientes ENH incluidos no estudo foi de 1,04% e
28%, com 3,69 de mediana.

E descrito que o tratamento com a talidomida leva a uma diminuicdo do infiltrado
inflamatorio de neutrdfilos nas lesdes dos pacientes com ENH (Schmitz et al. 2016).
Sendo assim, fomos investigar se o tratamento impactaria na presenca de LDNs
circulantes. Analisamos 7 pacientes ENH no momento do diagnostico da reacéo e 7
dias apos inicio do tratamento. De acordo com nossos dados, ndo ha diferenca
significativa entre a frequéncia de LDNs antes e apés o tratamento com talidomida
(Figura 4.5 C). Dos 7 pacientes analisados, 4 apresentaram um aumento e 3

apresentaram uma diminuicao na frequéncia de LDNs apds tratamento.
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Figura 4.5: Frequéncia elevada de LDNs circulantes em pacientes com ENH. (A) Niveis de LDNs
na circulacdo deindividuos sadios e pacientes com hanseniase PB e MB; (B) Comparac¢éo entre os
niveis de LDNs entre os grupos MB e ENH; (C) Analise dos niveis de LDNs em pacientes com ENH
antes e apo6s 7 dias de tratamento com talidomida. Pacientes indicados em vermelho apresentaram
ENH grave, e em azul ENH leve ou moderado. PB, Paucibacilar; MB, Multibacilar; ENH, Eritema
Nodoso Hansénico; ENH TAL., Eritema Nodoso Hansénico tratado com talidomida. As barras
representam a média + erro-padrdo. Cada ponto representa um individuo. Estatistica: (A) Kruskal-
Wallis; (B) Mann-Whitney; (C) Wilcoxon. *P= 0.0195; *P= 0.0393.

Alguns trabalhos observaram uma relagdo entre o aumento de LDNs e a

frequéncia de linfécitos circulantes (Hacbarth& Kajdacsy-Balla, 1986; Liu et al.,

2017). NOs buscamos avaliar se a frequéncia de LDNs em pacientes com
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hanseniase estd relacionada com a frequéncia de mondcitos (MO) na fracdo de
PBMC.

Avaliando a relacdo LDNs/MO, o grupo de pacientes ENH apresentou uma
relagdo entre a frequéncia das células significativamente maior que os individuos
sadios (0.7216 = 0.2503 e 0.0275 £ 0.0081, P= 0.0036) (Figura 4.6 A), assim como
os pacientes MB (0.5906 = 0.2790 e 0.0275 + 0.0081; P= 0.0296). O tratamento com
a talidomida néo interferiu na relagcdo LDNs/MO (P= 0.8189) (Figura 4.6 B).
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Figura 4.6: Raz&o entre frequéncia de LDNs com a frequéncia de mondcitos em pacientes com
hanseniase e individuos sadios. (A) Razdo LDNs/MO comparando individuos sadios, pacientes PB,
MB e ENH. (B) Razdo LDNs/MO comparando pacientes ENH antes e apds tratamento com
talidomida. MO, mondcitos; PB, Paucibacilar; MB, Multibacilar; ENH, Eritema Nodoso Hansénico;
ENH TAL., Eritema Nodoso Hansénico tratado com talidomida. Estatistica: (A) Kruskal-Wallis; (B)
Mann-Whitney. *P= 0.0296; **P= 0.0036.

Sabendo que os pacientes com ENH possuem niveis maiores de LDNs
quando comparados aos outros grupos, fomos verificar se ha uma relacdo entre a
porcentagem de LDNs na circulagdo com a gravidade do ENH. Observamos que 10
dos 19 pacientes analisados por citometria de fluxo foram classificados com ENH
grave (Tabela 3), os quais apresentaram um aumento significativo de LDNs quando
comparados aos pacientes classificados como leve ou moderado (Figura 4.7), com
média cerca de 3.2 vezes maior (8.487 + 2.403 e 2.635 + 0.4446, respectivamente.
P=0.0085). Esse resultado mostra que ha uma relacdo entre os niveis de LDNs e a
gravidade do ENH.
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Figura 4.7: Pacientes com ENH grave apresentam mais LDNs circulantes. Comparagédo dos
niveis de LDNs entre os pacientes classificados com ENH Grave (n= 10) e Leve ou Moderado (n=9).
As barras representam a média + erro-padrdo. Cada ponto representa um individuo. Estatistica:
Mann-Whitney. **P= 0.0085.

4.4 LDNs de pacientes com ENH possuem fendtipo mais ativado e a talidomida

modula esse perfil

Trabalhos descrevendo LDNs mostraram a variacdo fenotipica que essa
subpopulacdo pode apresentar por meio da expressao de alguns marcadores de
ativacdo, incluindo CD11b, CD16, CD66b, CD62L e CD49d, a depender da doenca
em que estdo associados (Sagiv et al., 2015; Kanamaru et al., 2018; Liu et al.,
2017). Nesse contexto, fomos avaliar se os LDNs dos pacientes com ENH eram
fenotipicamente diferentes dos LDNs dos pacientes MB. Avaliando a MFI para todos
0s marcadores analisados, nossos resultados ndo mostraram diferenca significativa
entre 0s grupos. Porém, analisando os valores das médias, observamos que 0s
LDNs dos pacientes ENH apresentaram meédias cerca de 2 vezes maior na
expressao de CD11b (11827 = 3602 e 5927 + 1673, respectivamente. P= 0.3996)
(Figura 4.8 A), 1.1 vezes maior na expressao de CD16 (8110 = 1940 e 7120 + 3186,
respectivamente. P= 0.4019) quando comparados aos LDNs de pacientes MB
(Figura 4.8 B). A expressédo de CD66b foi cerca de 1.6 vezes maior nos pacientes
ENH (4430 + 1064 e 2708 £+ 1212, respectivamente. P= 0.3818) em comparacao aos
pacientes MB (Figura 4.8 C). No entanto, quanto a expressédo de CD62L nos LDNs

de pacientes ENH, observamos uma reducdo na média de cerca de 5 vezes no
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grupo ENH em comparacdo a expressdo do grupo MB (282.1 + 47.01 e 1581 +
813.1, respectivamente. P= 0.1455) (Figura 4.8 D). Assim como, a média de
expressdo de CD49d foi 2 vezes reduzida nas células de pacientes ENH (138 +
24.66 e 371 = 188.1, respectivamente P= 0.2655) (Figura 4.8 E). Esses resultados,
em especial o aumento na expressao CD11b, e a redugcdo de CD62L, embora néo
significativos, mostram que os LDNs dos pacientes com ENH apresentam uma
tendéncia a um perfil mais ativado do que os LDNs dos outros grupos avaliados.

Porém, € necessario aumentar o n amostral para chegarmos a uma conclusédo

definitiva.
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Figura 4.8: Niveis de expressdo dos marcadores de superficie CD11b, CD16, CD66b, CD62L e
CD49d. Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de 5 marcadores de superficie de LDNs
comparando pacientes MB vs. ENH. (A) MFI CD11B (MB n= 9, ENH n= 15); (B) MFI CD16 (MB n=9,
ENH n= 16); (C) MFI CD66b (MB n= 4, ENH n= 7); (D) MFI CD62L (MB n= 4, ENH n= 8); (E) MFI
CD49d (MB n= 4, ENH n= 4). Box Plots mostram a mediana, intervalo interquartil e a amostra minima

e maxima de cada grupo. Estatistica: Mann-Whitney.

Para avaliar se o tratamento com a talidomida influenciava na expressao
desses marcadores de superficie, n6s também comparamos 0s mesmos em
pacientes ENH analisados ho momento do diagndéstico e com 7 dias de tratamento.
Nossos dados mostraram que a expressdo de CD11lb nos LDNs foi
significativamente reduzida no grupo em tratamento, em comparacdo ao grupo
avaliado no momento do diagnostico, com média cerca de 3.4 vezes menor pés
inicio do tratamento (3737 £ 1138 e 11827 + 3602, respectivamente. P = 0.0354)
(Figura 4.9 A). Ja a expressdo de CD16 foi cerca de 4.6 vezes menor no grupo com
tratamento quando comparado ao grupo ENH sem tratamento (3491 + 1430 e 8110
+ 1940, respectivamente. P = 0.0297) (Figura 4.9 B).

Além disso, embora ndo significativo, pela andlise das médias observamos
uma reducéo de cerca de 1.2 vezes na expressao de CD66b nos LDNs de pacientes
ENH em tratamento (4431 + 1064 e 3792 + 1197, respectivamente. P= 0. 7096)
(Figura 4.9 C), e um aumento de 2.9 vezes na expressdo de CD62L (280.9 £ 47.93 e
813 + 395.6. P=0.6545) (Figura 4.9 D). Esses resultados sugerem que o tratamento

com talidomida leva a uma diminui¢éo na ativacdo dos LDNs dos pacientes ENH.
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Figura 4.9: Niveis de expressé@o dos marcadores de superficie CD11b, CD16, CD66b e CD62L
ap6s inicio do tratamento com talidomida. Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) dos
marcadores de superficie de LDNs comparando pacientes ENH vs. ENH TAL. (A) MFI CD11B (ENH
n= 14, ENH TAL. n= 10); (B) MFI CD16 (ENH n= 16, ENH TAL. n= 11); (C) MFI CD66b (ENH n= 7,
ENH TAL. n=5); (D) MFI CD62L (ENH n= 8, ENH TAL. n=4). Box Plots mostram a mediana, intervalo
interquartil e a amostra minima e maxima de cada grupo. Estatistica: Mann-Whitney. *P= 0.0354; *P=
0.0297.
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4.5 LDNs surgem através de degranulacéao

A etiologia dos LDNs ainda é incerta, porém muitos trabalhos sugerem a
degranulacdo como o mecanismo associado a origem dessa subpopulagédo de
neutroéfilos de baixa densidade (Bowers et al., 2014; Rocha et al., 2015). Para tentar
caracterizar a fonte dos LDNs nos pacientes com hanseniase, n0s analisamos por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) a presenca do marcador neutrofilico de
degranulacdo MMP-9.

Foi observado que os niveis de MMP-9 no soro (expresso como pg/mL) dos
pacientes ENH analisados foi significativamente maior do que no soro dos pacientes
PB (56231 + 12858 e 12309 % 1653, P= 0.0045) (Figura 4.10 A). Quando
comparados os niveis de MMP-9 no soro dos pacientes PB com o0s niveis dos
pacientes MB, também observamos um aumento significativo no grupo MB (12309 +
1653 e 35215 + 4852, P= 0.0211). Nao observamos diferenca significativa entre os
grupos MB e ENH, assim como no soro dos pacientes que foram avaliados no
momento do diagndstico e 7 dias apos tratamento (46563 + 17415 e 59249 + 16067,

respectivamente) (Figura 4.10 B).
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Figura 4.10: Degranulagdo de MMP-9. (A) Niveis de MMP-9 no soro de pacientes com hanseniase
PB (n = 11), MB (n = 14) e ENH (n = 18). (B) Comparacao entre os niveis de MMP-9 entre os grupos
ENH e ENH TAL. (n= 10). Indicados em verde pacientes que evoluiram para Reacdo Reversa e em
coral para ENH ap6s a analise. PB, Paucibacilar; MB, Multibacilar; ENH, Eritema Nodoso Hansénico;
ENH TAL., Eritema Nodoso Hansénico tratado com talidomida. Estatistica: (A) Kruskal-Wallis; (B)
Wilcoxon. *P=0.0211; **P= 0.0042.
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Além disso, amostras de alguns pacientes MB e ENH foram analisadas em
conjunto quanto a frequéncia de LDNs por citometria de fluxo, e quanto ao nivel de
MMP-9 no soro por elisa. Interessantemente, a partir dessas analises verificamos
uma correlacdo positiva entre a frequéncia de LDNs e o0s niveis de MMP-9
degranulados no soro dos pacientes MB (r = 0.7619; P = 0.0368), e ENH (r = 0.6970;
P = 0.0306) (Figura 4.11 A e B). Esses resultados indicam que pacientes com ENH
degranulam mais MMP-9, e a degranulacdo esta estritamente relacionada com o
aumento de LDNs na circulacdo desses pacientes, possivelmente sendo uma

importante fonte de geracao dessas células.

A) B)

MB ENH
80000 1 200000 =
60000 ® 150000

40000 A 100000

MMP-9 (pg/mL)
MMP-9 (pg/mL)

200001 50000 4

%LDN % LDN

Figura 4.11: Frequéncia de LDNs circulantes esta correlacionada com a degranulagdo de MMP-
9in vivo. (A) Correlacéo entre os niveis de MMP-9 no soro e LDNSs circulantes de pacientes MB (n =
8). (B) Correlacao entre os niveis de MMP-9 no soro e LDNSs circulantes em pacientes com ENH (n=
10). MB, Multibacilar; ENH, Eritema Nodoso Hansénico. Estatistica: Coeficiente de correlagéo de
Spearman. O valor do coeficiente de correlacdo (r), e o valor de p estdo indicados em cada

correlagdo. As linhas representam as andlises de regressao linear.
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4.6. M. leprae induz geracao de LDNs in vitro

Como citado anteriormente, a presenca de alguns microrganismos favorece a
geracdo de LDNs. Apds a confirmacgdo de que pacientes com as diferentes formas
da hanseniase possuem LDNs na circulagcédo, nos perguntamos se fragmentos de M.
leprae poderiam ser capazes de influenciar na producdo dessas células. Para
responder a essa pergunta, sangue total de individuos sadios foi estimulado com M.
leprae sonicado em diferentes concentracdes por 24 horas e processados por
gradiente de densidade. As analises dos niveis de LDNs foram realizadas por
citometria de fluxo utilizando a estratégia de gate CD15*CD14 no PBMC. A partir do
gate, vimos pouca presenca de células CD15*CD14 na amostra controle nao
estimulada (Figura 4.12 A), seguido de um aumento na frequéncia de células
CD15*CD14" de acordo com o aumento na concentracdo do estimulo de M. leprae
de 1 pg/mL (Figura 4.12 B) para 5 pg/mL (Figura 4.12 C) e 10 pug/mL (Figura 4.12 D).

Na concentracdo de 20 ug/mL (Figura 4.12 E e F) ndo observamos aumento.

Os dados mostram que o ha um aumento nos niveis de LDNs gerados de
maneira dose dependente (Figura 4.12 F), com aumento significativo no estimulo de
10 pg/mL (P=0.0181) (Figura 4.12 F). Com estimulo nas concentracfes de 1 pg/mL
(13.88 + 3.519) e 5 pg/mL (21.37 + 2.275) observamos aumento de cerca de 3.8 e 6
vezes, respectivamente, na frequéncia de LDNs gerados quando comparados ao
controle ndo estimulado (3.58 = 1.263) (Figura 4.12 F). Vimos também que com o
estimulo de 20 pg/mL, os niveis de LDNs foram reduzidos 1.2 vezes em comparacao
aos niveis gerados com estimulo de 10 pg/mL (21.87 £ 3.122 e 27.13 * 6.431,
respectivamente) (Figura 4. 12 F). Esse resultado mostra que a infeccdo por M.

leprae € capaz de favorecer a geracdo de LDNs em sangue periférico.
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Figura 4.12: Aumento na frequéncia de LDNs gerados apds infec¢ao in vitro com M. leprae.
Graéficos dot plot representativos de sangue total de 1 individuo estimulado com M. leprae sonicado.
(A) Controle néo estimulado; (B) concentracdo de 1 pg/mL; (C) 5 pg/mL; (D) 10 pg/mL; (E) 20 pg/mL;
(F) Frequéncia de LDNs em sangue periférico de individuos sadios estimulados com M.

lepraesonicado nas concentrac¢des indicadas (n= 3). (B) Estatistica: Friedman. *P= 0.0181.
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Tendo em vista que a expressdo de CD66b na superficie da célula tem sido
relacionada a atividade de degranulacdo de neutréfilos (Naegelen et al., 2015),
analisamos a expressao desse marcador em LDNs gerados diante de estimulos com
M. leprae em diferentes concentracdes. Nos LDNs gerados por estimulo com M.
leprae observamos que ha um aumento na expressdo de CD66b em LDNs.
Observamos, ainda, que no estimulo de 1 pg/mL ha a presenca de uma
subpopulacdo de LDNs CD15*CD66b™ e outra subpopulacdo CD15*CD66b" (Figura
4.13 B). No estimulo de 5 pg/mL também observamos esse evento, porém com um
aumento na frequéncia de LDNs CD15*CD66b* (Figura 4.13 C). Com 10 pg/mL,
concentragdo em que notamos um aumento significativo de LDNs (Figura 4.12 F),
observamos 97,4 % dos LDNs analisados como células CD15*CD66b* (Figura 4.13
D). Na analise das amostras estimuladas com 20 pg/mL, obsevamos uma
diminuicdo dos LDNs CD15*CD66b*, com aumento na frequéncia de uma populacéo
CD15*CD66b" (Figura 4.13 E). O aumento na expressao de CD66b pelos LDNs
gerados nas diferentes concentragdes de M. leprae, em conjunto com 0 aumento na
frequéncia de LDNSs in vitro (Figura 4.12) reafirma que a degranulagdo possui um

papel importante na geracéo dos LDNSs.
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Figura 4.13: Aumento na expressdo de CD66b por LDNs gerados por estimulo in vitro com M.
leprae. Graficos dot plot representativos da analise da expressdo de CD66b por LDNs. (A) Controle
ndo estimulado; (B) concentracdo de 1 pg/mL; (C) 5 pg/mL; (D) 10 pg/mL; (E) 20 pg/mL. (n= 2).
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5. DISCUSSAO

A inflamacao sistémica associada ao ENH é considerada um importante fator
relacionado as morbidades associadas a hanseniase, agravando os danos neurais e
contribuindo para o desenvolvimento de incapacidades e deformidades fisicas. Um
dos desafios atuais no manejo dos pacientes com hanseniase é o desenvolvimento
de ferramentas que possam predizer quais pacientes irdo evoluir para um quadro de
ENH. Um outro gargalo na area é o tratamento destes pacientes que precisa ser
rapido e efetivo afim de evitar os danos permanentes. O ENH pode ocorrer antes,
durante ou ap6s a PQT, embora seja mais frequentemente observado durante os
primeiro meses de tratamento. Acredita-se que o surgimento do ENH tenha relacao
com a destruicdo do M. leprae, e a liberacdo de antigenos do bacilo, hiperativando o
sistema imune na tentativa de eliminar esses antigenos (Geluk, 2018). Apesar dos
avancos realizados na compreensdao da imunopatologia da hanseniase, 0s
mecanismos que desencadeiam o ENH ainda n&o sdo totalmente conhecidos.

Embora o primeiro trabalho apontando a existéncia dos LDNs tenha
observado a capacidade de fatores presentes no soro de pacientes com hanseniase
MB de induzir um aumento na presenca dessa populacdo em sangue total de
individuos sadios (Hacbarth & Kajdacsy-Balla, 1986), a presenca de LDNs na

circulagcdo desses pacientes ainda néo tinha sido descrita.

O nosso presente? estudo foi o primeiro a identificar a presenca de LDNs no
sangue periférico de pacientes ENH. Assim como foi visto em diversas doencas
como HIV, malaria, leishmaniose, cancer, lipus e sepse (Bowers et al., 2014; Rocha
et al., 2015; Abebe et al., 2013; Sharma et al., 2016; Sionov et al., 2015; Sagiv et al.,
2015; Denny et al., 2010; Garcia-Romo et al., 2011; Patera et al., 2016). O lUpus e a
sepse séo consideradas doencas que se assemelham ao ENH, pela presenca de
episodios inflamatérios agudos durante o curso da doenca, a inflamacao sistémica,
além de terem o neutrofilo atuando como peca chave nas suas patogenias (Denny et
al., 2010; Garcia-Romo et al., 2011; Patera et al., 2016).

A analise do niveis de LDNs ao longo do espectro da hanseniase revelou que
pacientes multibacilares ndo reacionais apresentavam mais LDNs na circulacao
guando comparados aos paucibacilares. Na literatura, a origem dos LDNs é
controversa devido a heterogeneidade na sua morfologia e na expressao de
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marcadores. Esses resultados sugerem que a presenca do M. leprae € um fator
importante para o aparecimento dos LDNs, visto que pacientes paucibacilares
apresentam raros ou nenhum bacilo nas lesdes (Ridley & Jopling, 1962). De fato, a
presenca de LDNs na circulacdo de pacientes ENH foi mais robusta e consistente,
revelando também uma correlacdo entre a gravidade do quadro de ENH, assim
como foi observado na infec¢do por M. tuberculosis e na sepse (Deng et al., 2016;
Patera et al., 2016). E sabido que as proteinas dos granulos de neutréfilos quando
liberadas podem amplificar o processo inflamatério (Lacy, 2006). A presenca de
LDNs em pacientes multibacilares no momento do diagnéstico poderia servir como
um biomarcador preditivo, diagnéstico e de gravidade do ENH. Estudos futuros
multicéntricos poderiam validar esses achados.

O aumento nos niveis plasmaticos de PTX3, uma proteina presente
constitutivamente nos granulos de neutréfilos, em pacientes MB com e sem ENH, e
a colocalizacdo de PTX3 e MPO nas lesdes de pacientes ENH, sugere que os
neutrofilos através da degranulacdo de seus mediadores tém um papel importante
na patogenia do ENH (Mendes et al. 2017). No nosso estudo, observamos que 0s
niveis de MMP-9, uma proteina presente nos granulos terciarios de neutrdfilos, estao
aumentados no soro de pacientes com hanseniase MB e com ENH. Vale ressaltar
gue em lesdes de pacientes com ENH foi demonstrado aumento de mRNA de MMP-
2 e MMP-9 quando comparados a pacientes com hanseniase sem reacéo (Teles et
al., 2010). Diferentemente do estudo de Teles e col. (2010), no qual foi verificado
niveis séricos maiores de MMP-9 nos pacientes paucibacilares, no nosso grupo de
estudo observamos um aumento apenas nos pacientes multibacilares. Além de
analisarmos uma quantidade maior de pacientes, no grupo MB tivemos 6 pacientes
gue pouco tempo apos as analises desenvolveram algum tipo de reacéo, seja RR ou

ENH. Isso pode explicar a divergéncia entre os resultados desses dois estudos.

A expressao elevada de CD1llb e CD66b na membrana da célula é
relacionada a ativacdo e degranulacdo de neutrdfilos, visto que sdo moléculas
constitutivamente presentes nas membranas dos granulos de neutréfilos, e no
mecanismo de exocitose dos granulos, as membranas se fundem, gerando um
aumento desses marcadores na superficie da célula (Naegelen et al., 2015; Cowland
& Borregaard, 2016). Dessa forma, o aumento desses marcadores nos LDNs dos

pacientes ENH, grupo no qual observamos uma frequéncia maior de LDNs, e a

56



correlagdo entre os niveis de MMP-9 séricos e os LDNs circulantes, corrobora com a
hipotese de que essa subpopulacdo € gerada pela degranulacdo de HDNs ativados,
assim como foi sugerido em outros estudos (Rocha et al., 2015; Liu et al., 2017;
Deng et al., 2016).

Como prova de conceito, n6s avaliamos se o M. leprae é capaz de induzir
geracdo de LDNs in vitro. ApGs estimulo de sangue total com lisado de M. leprae,
gue mimetiza 0 ambiente do quadro de ENH devido a presenca de bacilos
fragmentados, foi possivel observar geracdo de LDNs no sangue total de maneira
dose dependente. Observamos que mesmo a concentracdo mais baixa, de 1 pg/mL
foi capaz de levar ao aumento na frequéncia de LDNs, sendo o estimulo de 10
png/mL o mais eficaz. Além disso, notamos que com 20 pg/mL ha um decaimento na
frequéncia dessa populacdo. O que sugere que altos niveis de antigenos de M.
leprae pode favorecer um mecanismo de exaustdo na geracdo de LDNs. Como
mostrado por Deng e colaboradores, a infec¢cdo por M. tuberculosis induz a geracao
de LDNs em sangue total, inclusive sendo capaz de levar a conversdo de HDNs em
LDNs (Deng et al., 2016). No mesmo estudo, eles também relacionaram a
capacidade do M. tuberculosis gerar LDNs in vitro com a expressao de moléculas de
superficie, anulando a hip6tese de que essa populacdo € gerada diretamente na
medula 6ssea. No nosso estudo vimos um aumento na expressao de CD66b nos
LDNs gerados por estimulo com M. leprae em sangue total e notamos que o
aumento dos LDNs CD66b* é relacionado com o aumento na frequéncia total de
LDNSs. Visto que o CD66b € um marcador relacionado a atividade de degranulagéo
de neutrdfilos, esse dado mais uma vez indica a degranulacdo como fonte de
geracdo de LDNs (Naegelen et al., 2015; Rocha et al., 2015).

Ao contrario do que foi mostrado em outros trabalhos nos quais 0s LDNs
eram compostos por uma populagdo mista, formada por células com morfologia
imatura e madura (Denny et al., 2010; Sagiv et al., 2015), nos pacientes com ENH
foi observado que os neutrofilos maduros segmentados sao as células
predominantes na constituicdo dos LDNs. Também podemos observar que grande
parte dos LDNs de pacientes ENH possuiam nucleo hipersegmentado. Porém, ainda
nao se sabe se essa hipersegmentacéo implica em alguma mudanca funcional, visto
que ainda nao existe um consenso que determine se o0s neutrofilos

hipersegmentados sdo células mais velhas ou mais ativadas (Pillay et al., 2013).
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Alguns trabalhos mostraram diferencas entre LDNs e HDNs por andlises de
microscopia eletronica de transmissao (Carmona-Rivera & Kaplan, 2013; Sagiv et
al., 2015). No nosso estudo também observamos diferencas morfologicas discretas
entre LDNs e HDNs de pacientes ENH. Vimos que os LDNs apresentam projecdes
membranares e, de maneira qualitativa, vimos uma menor quantidade de granulos
no citoplasma dessas células, estando os granulos mais evidentes nos HDNs. Esses
achados, corroboram com nossa hipotese de maior ativacdo da subpopulacdo LDN

nos pacientes ENH.

Embora ndo tenhamos observado diferenca estatistica nas andlises dos
marcadores de ativacdo de neutrdéfilos, os niveis elevados de CD11b, CD16 e
CD66b em pacientes com ENH sugerem um perfil mais ativado. Em contrapartida, a
expressdo de CD62L se encontra diminuida nos pacientes ENH. Mais uma vez esse
resultado corrobora com dados descritos na literatura que mostram que com 0
aumento na ativacdo dos neutréfilos, a expressdao de CD62L € reduzida. LDNs
morfologicamente maduros, assim como o observado no nosso estudo, foram
associados a infec¢do por M. tuberculosis. Nesse trabalho, foi visto que os LDNs
possuiam expressdo aumentada dos receptores CD15, CD16, CD66b e, uma
ampliacdo na producédo de ROS, porém com expressao de CD62L diminuida (Deng
et al., 2016).

Esses resultados indicam o possivel papel ativo dos LDNs no
desenvolvimento e agravamento do ENH. E importante citar que a variabilidade
entre 0s pacientes, assim como o0 pequeno tamanho amostral de determinados
experimentos, afetaram as analise dos nossos resultados e ndo nos deixam concluir

a significancia de algumas observacoes.

Alguns trabalhos publicados nos anos 70 demonstraram através do teste do
NBT “nitro blue tetrazolium” que neutrofilos de pacientes com ENH sdo mais
ativados, produzindo mais compostos oxidativos (Goihman-Yahr et al., 1975). Além
disso, foi visto que neutréfilos de individuos sadios estimulados com soro de
pacientes ENH, foram capazes de se tornar mais ativados (Sher et al., 1978),
indicando que fatores presentes no soro de pacientes com ENH estdo envolvidos na
ativacado de neutrdéfilos. Recentemente, demonstramos que neutrofilos circulantes de
pacientes ENH possuem niveis elevados de CD64 (Schmitz et al., 2016), um

marcador de ativacédo de neutrdfilos que favorece a adesédo no endotélio (Fadlon eta

58



al., 1998). No nosso trabalho, foi possivel correlacionar expressdo de CD64 em
neutrofilos circulantes com ndmero de nodulos na pele e a gravidade dos pacientes
ENH (Schmitz et al., 2016).

No nosso estudo, ndo foi possivel avaliar o perfil de neutréfilos N1 (pré-
inflamatorio/anti-tumoral) vs. N2 (anti-inflamatorio/pré-tumoral) dos pacientes com
hanseniase. Seria interessante avaliar se esta polarizacdo é correlacionada com as
formas polares da hanseniase, TT e LL, respectivamente. Estudos fenotipicos e
funcionais poderiam confirmar essa hipétese. Entretanto, o aumento de CD49d nos
LDNs dos pacientes multibacilares fortalece essa hipétese. Na literatura, foi descrita
uma subpopulacdo de neutréfilos hipersegmentados apresentando fendtipo
CD49*CXCR4"VEGFR1" em um modelo murino de tumor ndo vascularizado. Essa
populacdo apresentou capacidade aumentada de migracdo para os locais de
hipoxia, além de liberagcdo de proteases, favorecendo respostas proangiogénicas
(Massena et al., 2015). Em conjunto, outros trabalhos apontam o potencial pré-
angiogénico de neutrofilos N2, devido a producdo elevada de MMP-9 e VEGF,
moléculas estritamente relacionadas com angiogénese e revascularizacdo tecidual,
e evidenciam a sua capacidade invasiva e pro-tumoral/imunossupressora
(Mantovani et al., 2011; Piccardi et al., 2012; Perobelli et al., 2015). Na hanseniase,
foi demonstrado que o aumento da angiogénese na lesdo esta associada com o
aumento da carga bacilar do paciente, seguindo a direcdo do polo lepromatoso do
espectro hansénico (Bhandarkar et al., 2007). Os nossos resultados referentes aos
niveis séricos de MMP-9 e da expressdo de CD49d nos neutrofilos séo fortes
indicios de que os LDNs de pacientes multibacilares sao pré-angiogénicos — N2, e

gue esse mecanismo de angiogénese participa da imunopatogenia do ENH.

A andlise de pacientes com ENH no momento do diagndstico clinico e 7 dias
apos o inicio do tratamento com talidomida revelou que o tratamento néo inibiu a
frequéncia de LDNs, sugerindo que o tratamento com talidomida né&o interfere em
mecanismos associados a geracdo de LDNs. Entretanto, foi anteriormente descrito
que 7 dias de tratamento com talidomida diminui a concentracdo de neutrofilos
presentes nas lesdes ENH (Schmitz et al., 2016; Mendes et al., 2017). Estudos in
vitro revelaram que a talidomida diminui a expressdo de E-selectina em células
endoteliais (Lee et al., 2010), assim como a expressdo de CD64 em neutroéfilos

circulantes de pacientes ENH (Schmitz et al., 2016). Em conjunto, esses achados in
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vitro e in vivo revelam um possivel modo de atuacdo da talidomida durante o
tratamento de pacientes ENH, contribuindo para diminuicdo da migracdo de

neutrofilos para as lesbes de pele, conforme observado nesses pacientes.

A diminuicdo no estado de ativacdo dos LDNs de pacientes tratados com a
talidomina pode ser um mecanismo relacionado a regressao no estado inflamatério
sistémico observado nesses pacientes. Nos LDNs de pacientes em tratamento com
talidomida observamos uma reducéo significativa na expressédo de CD11b e CD16.
Nesse mesmo grupo notamos, embora ndo significativamente, que os niveis de
CD62L foram restaurados, mostrando que apesar da talidomida néo influenciar na
frequéncia de LDNs na circulacédo, ela induz uma diminui¢cdo na ativacdo da célula e

por consequéncia, uma diminuicdo da inflamacao sistémica.

Estudos anteriores mostraram a capacidade anti-inflamatéria da talidomida no
ENH. O efeito imunosupressor da talidomida foi relacionado com a supressao da
producdo de TNF in vitro por monécitos humanos estimulados com LPS via TLR4
(Sampaio et al., 1991). Em seguida, foi visto que a inibicdo de NF-kB e diminuicéo
da meia vida do RNAmM do TNF agem nesse mecanismo de supressao (Moreira et
al., 1993). Também ja foi descrito que o tratamento com talidomida leva a inibicdo da
producdo de IL-12 e IL-6 (Muller, 1997; Haslett et al., 1998; Millrine et al., 2016) e
diminuicdo da expressédo de CD64 em neutréfilos (Schmitz et al., 2016). Além disso,
a talidomida inibiu a secrecé@o de IL-8 e TNF em neutréfilos de pacientes BL/LL e
ENH quando estimulados in vitro com LPS ou M. leprae (Oliveira et al., 1999). A
talidomida também é utilizada no bloqueio da replicacdo do HIV (Makonkawkeyoon
et al., 1993), na supressdo da perda de peso relacionada a AIDS (Kaplan et al.,
2000), favorece o ganho de peso em pacientes co-infectados com M. Tuberculosis -
HIV-1 (Klausner et al., 1996), além de ser utilizada no tratamento de alguns tipos de
cancer e em doenga de Crohn (Vargesson, 2015). Além disso, é importante destacar
que apesar dos possiveis efeitos adversos, a talidomida € uma oOtima opcao para o
tratamento do ENH. Na Etiopia e nas Filipinas, paises endémicos para hanseniase e
ENH, a talidomida néo esta disponivel e seu uso é extremamente restrito no Nepal
(Walker et al., 2015). Isso mostra 0 quédo importante é a identificacdo de fontes
alternativas de tratamento e possiveis biomarcadores de ENH.

Alguns estudos visam a identificacdo de fatores (epi)genéticos e/ou

ambientais que poderiam ditar os diferentes desfechos durante a infeccdo pelo M.
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leprae e que poderiam disparar sinais que levariam aos quadros reacionais. Os
membros da familia do receptores do tipo toll (TLR) 1, 2 e 6 foram implicados no
reconhecimento do M. leprae (Krutzik et al., 2003). De fato, o polimorfismo de TLR2
foi associado a ocorréncia de RR (Bochud et al.,, 2008) e a auséncia de TLR1
relacionado com a protecao da ocorréncia dessa reacao (Misch et al., 2008). Dias e
col. (2016) demonstraram que TLR9 tinha expressdo aumentada nas lesdes ENH e
em leucdcitos circulantes (células B, mondcitos e células dentricas plasmacitéides)
(Dias et al., 2016). Além disso, pacientes ENH possuem niveis elevados de ligantes
de TLR9 (complexo DNA-histona humana e DNA-histona micobacteriana) na
circulacdo quando comparados aos pacientes nao reacionais (BL/LL) (Dias et al.,
2016). PBMC de pacientes BL/LL com e sem ENH foram estimulados in vitro com M.
leprae e secretaram altos niveis de TNF, IL-6 e IL-1B e o antagonista sintético de
TLR9 inibiu essa secrecdo. Recentemente, demostramos que neutroéfilos circulantes
(isto é, HDN) de pacientes ENH também possuem niveis elevados de TLR9 (Silva,
2018). Com os nossos achados seria interessante estudar a relacdo dos LDNs e a
via de TLR9 no contexto do ENH.

De acordo com a nossa busca na literatura, € a primeira vez que € descrita a
presenca de LDNs durante o ENH. Por outro lado, demonstramos evidéncias de que
essas células podem ter origem na degranulacdo de neutréfilos circulantes de
densidade normal e que antigenos do M. leprae possuem capacidade de induzir
LDNSs in vitro. Como demonstrado em outras doencas, LDNs descritos aqui neste
trabalho possuem perfil ativado e foram correlacionados com a gravidade do ENH.
Cabe destacar que o tratamento dos pacientes ENH com talidomida inibiu a
expressdo de moléculas de ativagdo nos LDNs sem alterar a frequéncia dessas
células na circulagdo. Ainda ndo esta claro, por exemplo, se LDNs de ENH
apresentam mais propenséao a liberar NETs como os LDNSs vistos no lapus (Garcia-
Romo et al., 2011; Villanueva et al., 2011) e esse achado precisa ser determinado.
Se o0s LDNs possuem capacidades imunoestimulatérias ainda precisa ser
determinado, assim como a polarizacdo N1 e N2 nas diferentes formas clinicas da
hanseniase. Finalmente, as interacdes entre LDNs e o outras células do sistema
imune deve ser o foco de novas investigacbes. A determinacdo da origem e a
patogenicidade de LDNs podera ampliar as estratégias terapéuticas do ENH. Dessa

forma, seremos capazazes de ter um melhor entendimento sobre a infec¢do pelo M.
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leprae e o desenvolvimento da hanseniase e evolucdo para o ENH. As nossas
perspectivas futuras séo avaliar a funcionalidade e os mecanismos de degranulagéo

de neutrdfilos na infeccéo pelo M. leprae.
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6. CONCLUSOES

De acordo com nossos dados, concluimos que LDNs estdo presentes em niveis
elevados no sangue periférico de pacientes com ENH e que o aumento dessa
subpopulacdo estd correlacionado com a gravidade do ENH. A hipersegmentacdo
nuclear e o perfil de expressdo dos marcadores de ativacdo analisados, sugerem
qgue pacientes ENH possuem LDNs mais ativados em comparacéo a pacientes nao
reacionais. O tratamento com a talidomida n&do teve influéncia na frequéncia de
LDNs circulantes em pacientes ENH. Contudo, o perfil de ativacdo dessas células foi
reduzido, visto a diminuicdo na expressdo de CD11lb, CD16 e aumento de CD62L.
Buscando entender a possivel fonte de geracdo de LDNs nos pacientes com
hanseniase, observamos um aumento nos niveis do marcador de degranulacéo
MMP-9 no soro de pacientes MB sem e com ENH. Além disso, os niveis de MMP-9
séricos foram correlacionados com a frequéncia de LDNs circulantes. Por ultimo,
mostramos que a presenca de antigenos de M. leprae é capaz de induzir geracéo de
LDNs in vitro e a um aumento na expressao de CD66b na superficie dos LDNSs.
Nossos resultados indicam a degranulagdo como fonte de geragdo de LDNs em
pacientes com hanseniase, e tal mecanismo favorece o agravamento do quadro
clinico de ENH (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Proposta dos mecanismos envolvidos na geragdo de LDNs circulantes e seu papel
no agravamento do ENH. A presenca de antigenos de M. leprae na circulagdo, ativa HDNs
circulantes que respondem a ativacdo degranulando com maior intensidade, gerando assim os LDNs
ativados. Dessa forma, as proteinas degranuladas em conjunto com a presenca elevada de LDNs na
circulagdo, culminam no aumento da resposta inflamatéria associada ao ENH. Visto o aumento na
expressdo de CD64 nos HDNs e nos niveis séricos de PTX-3 em pacientes ENH ja publicados. A

talidomida, por sua vez, age reduzindo a ativacdo e a capacidade pré-inflamatdria dos LDNSs.
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8. ANEXOS

8.1 Ficha da escala de severidade
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