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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Jéssica Branddo dos Santos

A IL-33 é uma citocina produzida por células endoteliais e epiteliais apos danos que levam ao
processo de necrose e vem sendo sugerida como uma alarmina tecidual. Os efeitos bioldgicos da
IL-33 sdo mediados pelo seu receptor ST-2 presente na superficie de diversos tipos celulares como
leucécitos, assim como a forma sollvel (sST-2) que pode regular os niveis de IL-33 livre no
sangue. A IL-33 atua na polarizacéo de respostas do tipo 2 e na migracao de neutréfilos, regulando
os niveis de CXCR2. Um dos aspectos mais intrigantes da hanseniase é a variedade de
manifestacOes clinicas apresentadas pelos pacientes. O tipo de forma clinica apresentada é
diretamente correlacionado com a resposta imune celular. A relagdo entre os niveis de IL-33 e as
diferentes formas clinicas da hanseniase nunca foi investigada. Nosso objetivo geral foi investigar
mecanismos moleculares envolvidos no recrutamento e polarizacdo de neutréfilos durante a
hanseniase e os objetivos especificos foram: (1) avaliar os niveis séricos de 1L-33, (2) e sSST-2 em
pacientes com hanseniase, (3) correlacionar os niveis séricos de 1L-33 com sST2, (4) Avaliar a
producdo de IL-33 e ST-2 em lesdes de pele de pacientes com hanseniase, (5) avaliar a expressdo
de CD11b, CD62L, CD49d e CXCR2 em neutréfilos circulantes de pacientes com hanseniase e
(6) avaliar a expressdo de IL-8 em lesbes de pele de pacientes durante o0 ENH e apds 7 dias do
inicio de tratamento com Talidomida. Para atingir 0s nossos objetivos, pacientes com hanseniase
foram classificados clinicamente segundo critérios de Ridley e Jopling 1966 e agrupados da
seguinte forma: (i) pacientes paucibacilares/PB (TT e BT), (ii) multibacilares/MB (BL e LL), (iii)
pacientes com reacdo do tipo 1 (RR) e (iv) pacientes com reacgdo do tipo 2 (ENH). Soro, lesGes
de pele e neutréfilos circulantes foram utilizados neste estudo. As proteinas IL-33 e sST-2 foram
analisadas por ELISA e western blotting em amostras de soro e pele, respectivamente. O perfil
fenotipico de neutréfilos foi avaliado por citometria de fluxo multiparamétrica utilizando-se
anticorpos contra os alvos descritos no objetivo 5. Analises dos niveis proteicos de IL-33 e ST-2
em lesGes de pele revelaram que pacientes MB possuem niveis aumentados tanto de 1L-33 quanto
de ST-2 quando comparados com pacientes PB. Além disso, pacientes MB exibiram niveis séricos
elevados de IL-33 quando comparados com PB e esse achado foi correlacionado com o indice
baciloscopico. Durante os episodios reacionais, 0s niveis de IL-33 permaneceram elevados em
ENH, entretanto pacientes RR apresentaram niveis baixos. Os niveis séricos de sST-2 ndo foram
alterados entre os diferentes grupos, porém a razao 1L-33:sST-2 revelou que pacientes MB e ENH
possuem niveis mais altos de IL-33 livre. Houve aumento da expressao de CD11b em neutréfilos
de pacientes PB quando comparados aos neutrofilos de pacientes MB, revelando um perfil de
ativacdo maior nos pacientes PB. Em contraste, neutrofilos MB apresentaram aumento na
expressdo de CD62L e CD49d quando comparados com neutréfilos PB, sugerindo que neutréfilos
MB possam contribuir na angiogénese e estariam aptos para migrarem para o tecido durante o
aparecimento subito do quadro de ENH. N&o houve diferenca na expressdo de CXCR2 quando
comparamos neutréfilos PB versus MB, podendo justificar a auséncia de neutréfilos em lesdes de
pele PB ou MB. Entretanto, neutréfilos circulantes de pacientes ENH apresentam baixos niveis
de CD62L, CD49d e CXCR2 quando comparados com pacientes MB, sugerindo que estas
moléculas podem ser importantes para o recrutamento de neutréfilos para lesdes de pele, uma vez
que a presenca de neutrofilos em lesdes ENH é um marco histoldgico especifico dessa condicéo.
Em conjunto, os nossos resultados contribuem para o melhor entendimento dos mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na imunopatogénese da hanseniase.

viii




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢do Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Evaluation of IL-33 in inflammation induced by Mycobacterium leprae: possible implications in the
regulation of innate and adaptative immunity

ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
Jéssica Branddo dos Santos

IL-33 is a cytokine produced by endothelial and epithelial cells following damage leading to the
necrosis process and has been suggested as a tissue alarmin. The biological effects of IL-33 are
mediated by its surface receptor ST-2 on various cell types such as leukocytes, as well as the
soluble form (sST-2) that can regulate free 1L-33 levels in the blood. IL-33 acts on the polarization
of type 2 responses and neutrophil migration by regulating CXCR2 levels. One of the most
intriguing aspects of leprosy is the variety of clinical manifestations presented by patients. The
type of clinical form presented is directly correlated with the cellular immune response. The
relationship between IL-33 levels and the different clinical forms of leprosy has never been
investigated. Our overall objective was to investigate molecular mechanisms involved in
neutrophil recruitment and polarization during leprosy and the specific objectives were: (1) to
evaluate serum levels of IL-33, (2) and sST-2 in leprosy patients, (3) correlate serum levels of IL-
33 with sST2, (4) evaluate IL-33 and ST-2 production in skin lesions of leprosy patients, (5)
evaluate CD11b, CD62L, CD49d and CXCR2 expression in neutrophils studies of leprosy
patients and (6) to evaluate I1L-8 expression in skin lesions of patients during ENL and 7 days
after initiation of Thalidomide treatment. To achieve our goals, leprosy patients were clinically
classified according to Ridley and Jopling 1966 criteria and grouped as follows: (i) paucibacillary
/PB (TT and BT) patients, (ii) multibacillary / MB (BL and LL), (iii) patients with type 1 reaction
(RR) and (iv) patients with type 2 reaction (ENL). Serum, skin lesions and circulating neutrophils
were used in this study. IL-33 and sST-2 proteins were analyzed by ELISA and western blotting
in serum and skin samples, respectively. The phenotypic profile of neutrophils was assessed by
multiparametric flow cytometry using antibodies against the targets described in objective 5.
Analysis of IL-33 and ST-2 protein levels in skin lesions revealed that MB patients have increased
levels of both IL -33 as much as ST-2 when compared with PB patients. In addition, MB patients
exhibited elevated serum IL-33 levels compared with PB, and this finding correlated with the
bacilloscopic index. During the reaction episodes, IL-33 levels remained elevated in ENL,
however RR patients had low levels. Serum sST-2 levels did not change between different groups,
but the IL-33: sST-2 ratio revealed that MB and ENL patients have higher levels of free IL-33.
There was an increase in CD11b expression in neutrophils from PB patients compared to
neutrophils from MB patients, revealing a higher activation profile in PB patients. In contrast,
MB neutrophils showed increased CD62L and CD49d expression when compared to PB
neutrophils, suggesting that MB neutrophils may contribute to angiogenesis and would be able to
migrate to tissue during the sudden onset of ENL. There was no difference in CXCR2 expression
when comparing PB versus MB neutrophils, which may justify the absence of neutrophils in PB
or MB skin lesions. However, circulating neutrophils from ENL patients have lower levels of
CD62L, CD49d, and CXCR2 compared to MB patients, suggesting that these molecules may be
important for neutrophil recruitment for skin lesions, as the presence of neutrophils in ENH
lesions is a specific histological hallmark of this condition. Together, our results contribute to a
better understanding of the cellular and molecular mechanisms involved in leprosy pathogenesis.
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1 Introducao
1.1 Hanseniase
1.1.1 Aspectos gerais

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa cronica, causada pelo
Mycobacterium leprae. Ao longo de muitos anos estigmatizou pacientes no mundo
inteiro, pois as estratégias de enfrentamento da doenca baseavam-se no isolamento
compulsério e na exclusdo que afetava negativamente a qualidade de vida dos pacientes.
O estigma associado a hanseniase compromete o controle da doenca, retardando a busca
pelo diagndstico e tratamento (Trautman, 1984, Morgado et al. 2017).

Estima-se que mais de 90% das pessoas sdo resistentes a infeccdo pelo M. leprae
e ndo irdo desenvolver a doenca. Ja foi estabelecido que as pessoas com maiores riscos
de adoecer sdo as que mantém contato direto e continuo com os portadores da hanseniase
multibacilar ndo tratados (Moet et al. 2006, Moraes et al. 2006). A doenca apresenta um
longo periodo de incubacdo, onde as primeiras manifestacdes clinicas podem ocorrer

entre 2 a 10 anos apds a infecgcdo (Godal et al. 1972).

1.1.2 Epidemiologia

A hanseniase é considerada uma doenca negligenciada e essa defini¢do, diz
respeito aos aspectos socioeconémicos onde a maior prevaléncia da doenca se da pelas
condicdes de pobreza e contribuem para a manutencdo da desigualdade social e estigma
da doenca (Ministério da Saude, Brasil. 2005). Além disso, € considerada um importante
problema de saude publica no Brasil pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A OMS
publica anualmente dados referentes a incidéncia de hanseniase no mundo, incluindo
registros de novos casos e prevaléncia da doenca além de determinar estratégias para a
eliminacdo da hanseniase em paises endémicos (OMS 2016).

Estatisticas sobre a hanseniase referentes a 2017 foram publicadas em 2018 (OMS
2018). Ao todo, foram recolhidos dados de 150 paises de seis regides diferentes, sendo
41 paises da Africa, 33 das Américas, 17 do Mediterraneo Oriental, 25 da Europa, 10 da
regido Sudeste da Asia e 24 do Pacifico Ocidental. A prevaléncia global de hanseniase
foi de 192.713 casos (0,25/10.000 habitantes), isso representa um aumento de 20.765
casos em relagdo a 2016. Esse aumento foi observado em todas as regides da OMS: 9189

casos na Africa, 5162 casos nas Américas, 1303 casos no Mediterraneo Oriental, 3875



casos no Sudeste da Asia e 1220 casos no Pacifico Ocidental. Os paises da Europa

reportaram uma prevaléncia registrada de 32 casos no final de 2017, enquanto 33 novos

casos foram relatados durante o ano. Os dados sdo mostrados detalhadamente na tabela

1.1.2-1

Tabela 1.1.2-1: Registro de prevaléncia e nimero de novos casos detectados de

hanseniase durante o ano de 2017. Modificado de OMS 2018.

Regido NuUmero de casos registrados NUmero de novos casos
(prevaléncia/10 000 detectados (novos casos
populagéo), fim de 2017. de deteccdo / taxa por

100 000 populacéo),
durante 2017.

Africa 30 654 (0,28) 20 416 (1,90)
Américas 31527 (0,31) 29 101 (2,86)
Mediterraneo Oriental 4 405 (0,6) 3550 (0,51)
Sudeste da Asia 119 055 (0,6) 153 487 (7,72)
Pacifico Ocidental 7 040 (0,04) 4084 (0,21)
Europa 32 (0) 33 (0)
Total 192 713 (0,25) 210 671 (2,77)

A analise realizada pela OMS no registro de novos casos detectados de

hanseniase mostrou que entre 2008 e 2017 houve uma lenta diminuigéo do registro geral

de novos casos no mundo ao longo desses 10 anos. Em 2008 foram registrados 249.007

novos casos, enquanto que em 2017 foram registrados um total de 210.671 novos casos

e uma taxa de deteccdo de 2,77/100.000 habitantes (Tabela 1.1.2-2).

Tabela 1.1.2-2: Registro de novos casos detectados de hanseniase durante os anos de 2008

a 2017. Modificado de OMS 2018.

Periodo 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Regido

Africa 29814 28 935 25 345 20 213 20 599 20911 18 597 20 004 19 384 20 416
Américas 41 891 40 474 37 740 36 832 33084 33084 33789 28 806 27 356 29 101
Mediterraneo 3938 4029 4080 4 357 1680 1680 2342 2 167 2834 3550
Oriental

Sudeste 167505 166115 156254 160132 155385 155385 154834 156118 163 095 153 487
da Asia

Pacifico 5859 5243 5055 5092 4 596 4 596 4 337 3645 3914 4084
Ocidental

Europa 18 32 33
Total 249007 244796 228474 226626 232857 215656 213899 210740 217968 210671

De modo geral, o0 nimero de novos casos registrados em 2017 foi menor

comparados ao ano anterior o qual registrou 217.968 novos casos no mundo, no entanto,
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houve aumento do registro de novos casos em 5 regides, dentre eles, a regido americana
foi a segunda com o0 maior nimero de novos casos detectados somando 29.101 casos. O
Brasil contribuiu com cerca de 90% de todos 0s casos registrados nas Américas, com o
total de 26.875 casos e em parametro mundial, ocupa o 2° lugar na classificagdo de novos
casos registrados. Dentre o numero total de casos registrados, 1718 eram criancas
menores que 15 anos (OMS, 2018). O nimero de novos casos detectados em criangas
pode indicar que ainda ha transmisséo ativa pelo M. leprae no Brasil (Ribeiro et al. 2018).
O painel de distribuicdo geografica de novos casos de hanseniase é mostrado na figura
1.1.2-1.

Nuamero total de novos casos
detectados

= o
-

.
I 1000953
Il 000

Figura 1.1.2-1: Distribuicdo geografica de novos casos de hanseniase em 2017. Adaptado OMS
2018.

A estratégia mais recente para a eliminacdo da hanseniase foi lancada em 2016, e
compreende os anos de 2016 a 2020, a qual objetiva a aceleracdo de um mundo sem
hanseniase, através do diagnostico e tratamento precoce, impedindo o desenvolvimento
de incapacidades fisicas e transmissdo da doenca. Atualmente, a classificacdo de
incapacidades fisicas varia de 0 a 2. O grau de incapacidade 2 (Gl 2), representa maior
desenvolvimento de incapacidade fisica e as metas propostas por tal estratégia incluem a
diminuicdo no numero de casos que apresentem Gl 2 entre pacientes de até 15 anos e
redugdo de novos casos Gl 2 para menos de < 1 caso por milhdo de habitantes (OMS

2016). Os numeros de novos casos registrados com Gl 2 refletem diretamente o
3



diagndstico precoce da doenca, além de fatores como a conscientizacdo sobre a
hanseniase na sociedade e a capacidade do sistema de satde em diagnosticar a doenca de
maneira precoce. Para avaliar em nimero esse reflexo, a OMS recolheu essas informagoes
dos paises que comumente disponibilizam dados para andlise. A analise dos dados que
foram disponibilizados pelo Brasil revelou que houve aumento de casos diagnosticados
com Gl 2em 2017 comparado a 2016. Em 2016 foram registrados 1.736 e em 2017, 1.949
casos e destes, 54 casos foram registrados em criangas menores que 15 anos. A média
global de Gl 2 foi de 2.5 por milhdo de habitantes, acima da média para a meta global que
é de 1 por milhdo de habitantes (OMS 2018). Esses dados demonstram que apesar do
esforgo exercido pela OMS e 0o empenho dos paises endémicos em eliminar a hanseniase,

ainda resta um longo caminho para a erradicacdo da hanseniase no mundo.

1.1.3 Agente Etiologico

O M. leprae foi descoberto em 1873 pelo medico noruegués Gerhard Armauer
Hansen e a hanseniase foi a primeira doenga associada a uma origem bacteriana. Quanto
a classificacdo taxondmica, o M. leprae pertence a ordem Actinomycetalis, a familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. Apresenta formato de bacilo reto ou
levemente encurvado, com extremidades arredondadas, podendo medir aproximadamente
de 1 a 8 um de comprimento e 0,2 a 0,5 um de didmetro. E considerado bacilo &lcool
acido resistente quando submetido a coloracdo de Ziehl-Neelsen, pois € corado em
vermelho pela fucsina e devido ao seu alto teor lipidico ndo se descora quando lavado
com alcool e acido. E diferente de outras micobactérias, pois em esfregacos de pele ou
em cortes histologicos, sdo vistos em arranjos especiais denominados globiais (Figura
1.1.3-1) que resultam da sélida unido dos bacilos através de uma substancia chamada de
gléia (Goulart et al. 2002, Suzuki et al. 2012, Lastdria et al. 2014).



Figura 1.1.3-1: Fotomicrografia de M. leprae na lesdo de pele de paciente multibacilar — Os
bacilos (corados em vermelho) formam arranjos globiais que foram indicados por setas,

caracteristicos do M. leprae. As células foram coradas em azul. Fonte: adaptado de Universidade

de Stanford http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites 2005/Leprosy/bio.htm. Acesso
em: 02 de maio de 2019.

O M. leprae é um parasita intracelular obrigatorio que infecta principalmente
macrofagos da pele e células de Schwann, se multiplica pelo processo de diviséo binaria,
expandindo-se lentamente, por volta de 12 a 14 dias. As lesdes em pacientes hansénicos,
ocorrem principalmente na pele, mucosa nasal e nervos periféricos, sugerindo que o
bacilo tenha preferéncia por temperaturas menores que 37° C. Esse fato também foi
observado por Shepard a partir da inoculacdo do M. leprae em coxim plantar de
camundongos onde pdde observar que para melhor crescimento do bacilo a temperatura
média do tecido plantar deveria estar entre 27-30° C (Shepard 1960, Hastings et al. 1988).

Em ambiente parasitario como biopsias, o bacilo pode se manter viavel por até 10
dias sob temperatura de 4° C. No meio ambiente, pode se manter viavel por até 9 dias
(Desikan 1977), entretanto, o cultivo de M. leprae in vitro ainda é um desafio.

Em uma tentativa de cultivar o bacilo, Amako et al. 2016 ndo obtiveram sucesso.
A estratégia do grupo, foi cultivar M. leprae da cepa Thai-53 em meio liquido
suplementado com diferentes materiais bioldgicos como por exemplo: soro bovino,

extrato de tecido de camundongo nude e plasma sanguineo humano. Nesse experimento,
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puderam observar baixo crescimento in vitro do bacilo, entretanto, o crescimento néo foi
exponencial.

Ferreira et al. 2018, demonstraram que carrapatos podem ser reservatérios de M.
leprae assim como cultura de células de linhagem de carrapatos podem representar uma
técnica promissora para o cultivo do bacilo in vitro. Nesse trabalho, foi possivel detectar
M. leprae viavel no tecido intestinal desses carrapatos apds 15 dias de infeccéo, além
disso, 0 grupo observou que houve crescimento dessa bactéria in vitro em células da
linhagem IDES.

Andlises bioguimicas mostraram que a parede celular de micobactérias é
extremamente complexa, formada por macromoléculas e rica em lipidios. O
peptidoglicano é uma estrutura bacteriana comum a muitas micobactérias, entretanto o
M. leprae apresenta substituicdo incomum de alanina pela glicina no tetrapeptideo e essa
substituicdo pode levar a vantagens patogénicas como, por exemplo, aumentar a
resisténcia a degradacéo (Draper et al. 1987).

No M. leprae, os acidos graxos de cadeia longa formam dois grupos: alfamicolatos
e betamicolatos e podem ser usados taxondmicamente para diferencia-los de outras
micobacterias. Uma das moléculas mais importantes que compde a parede celular do M.
leprae é o glicolipidio fendlico-1 (PGL-1) que tem se mostrado especifico e possui
atividade imunogénica durante a infec¢do (Hunter et al.1981). Em modelo experimental
utilizando o zebrafish, foi demonstrado que o estimulo de macrofagos com PGL-1 elevou
a producao de oxido nitrico por essas células, aumentando o dano tecidual e sugerindo
que esse processo pode estar envolvido no dano neural dos pacientes com hanseniase
(Madigan et al. 2017).

Diaz Acosta et al. 2018, demonstraram que o PGL-1 aumenta a capacidade de
adesdo e internalizacdo de micobactérias vivas em células de Schwann quando
comparados a micobactérias vivas que ndo expressavam o PGL-1, demonstrando que essa

molécula é extremamente importante para estabelecer a infec¢do em células de Schwann.

1.1.4 Aspectos clinicos gerais

A hanseniase ¢ uma doenca granulomatosa cronica que afeta principalmente a pele
e nervos periféricos, mas também pode afetar outros tecidos como o sistema
reticuloendotelial, 0ssos e articulagdes, membranas mucosas, olhos, testiculos, musculos

e suprarrenais. Os danos nos nervos periféricos podem levar ao comprometimento



sensorial e motor com deformidades e incapacidades fisicas caracteristicas da hanseniase
(Hastings et al. 1988, Britton et al. 2004, Talhari et al. 2015).

Grande parte dos pacientes apresentam lesdo macular e hipopigmentada.
considerada como inicial e caracteristica de hanseniase. As maculas ndo tém mais de 3 a
4 cm de largura, apresentam superficie lisa e ndo escamosa ou pruriginosa. Em pacientes
com a pele clara, as lesdes podem ser avermelhadas e em pacientes com a pele escura,
podem ser acobreadas. Uma caracteristica importante em lesfes de hanseniase é que elas
apresentam sensacdo de anestesia, com perda de sensibilidade local, perdendo a
capacidade de distinguir entre frio ou calor (Talhari et al. 2015).

Os danos nos nervos podem ser divididos em duas partes: troncos nervosos
periféricos e pequenos nervos dérmicos. No primeiro, pode ser afetado tanel fibro-6sseo
proximos a superficie da pele, incluindo nervo auricular grande (pescogo), nervo ulnar
(cotovelo), nervo cuténeo radial e mediano (punho), nervo popliteo radial (pesco¢o da
fibula) e nervo tibial posterior. O nervo tibial posterior € o mais comumente afetado,
seguido do nervo ulnar, mediano, popliteo lateral e facial. O dano em pequenos nervos
dérmicos leva a alteragdes como a hipoestesia e anedrose (Britton et al. 2004).

A manifestacdo inicial da hanseniase pode ser classificada como a forma
indeterminada da doenca, onde a resposta do hospedeiro ao bacilo ndo € suficiente para
determinar uma classificacdo dentro do espectro clinico estabelecido. Esses pacientes
podem apresentar cura espontanea ou evoluir para um quadro clinico dentro do espectro
(Ridley et al. 1966, Hastings et al. 1988, Goulard et al. 2002).

1.1.5 Classificacdo e Espectro de formas clinicas

A doenca apresenta um amplo espectro de formas clinicas associadas a
sintomatologia que depende da resposta do hospedeiro ao M. leprae. As classificacdes
mais utilizadas para a hanseniase sdo as propostas por Ridley e Jopling em 1966 e a
classificacdo simplificada pela OMS em 1982. Ridley e Jopling propuseram uma
classificacdo para o espectro da doenca levando em consideracdo aspectos clinicos,
baciloscopico, fatores imunoldgicos e histopatoldgicos dividindo os pacientes em 5
grupos distintos sendo eles Tuberculdide (TT), Borderline tuberculdide (BT), Borderline
borderline (BB), Borderline lepromatoso (BL) e Lepromatoso (LL). A seguir,

descreveremos essa classificacao.



TT - Os pacientes classificados nesse polo apresentam maior resisténcia a infeccdo pelo
M. leprae apresentando forte resposta celular ao bacilo e lesdo unica de pele. A leséo
apresenta bordas assimétricas, hipocrémica ou eritematosa delimitada por micropapulas
e limites externos nitidos e bem definidos, geralmente, apresenta superficie aspera e com
poucos pelos podendo ser escamosa. Além disso, a lesdo € marcadamente anestésica e
podem aparecer na face, couro cabeludo, membros, axilas, virilha e perineo.

Andlises histopatoldgicas das lesGes cutaneas revelam granulomas de células
epitelidides bem diferenciadas com células de Langhans e contornadas por uma densa
zona de infiltracdo de linfécitos, podendo haver invasdo ou destruicdo dos nervos
cuténeos e ndo sdo encontrados bacilos.

Além da pele, o envolvimento de troncos nervosos pode levar ao espessamento
grosseiro e irregular do nervo e torna-lo palpavel nas proximidades de uma leséo,
causando dor e edema. O dano neural pode causar anestesia, analgesia, hiperalgesia e

fraqueza muscular.

BT — As lesdes assemelham-se ao polo TT na aparéncia e perda de sensibilidade,
entretanto podem ser diferenciadas pelo fato de serem menores e mais numerosas. As
bordas sdo menos evidentes, o crescimento de pelos no local ndo € afetado e 0 nimero de
nervos acometidos é maior.

Histologicamente € dificil distinguir entre BT e TT, mas, difere-se de lesGes BB
pela focalizacédo das células epitelidides, cercadas pela zona de linfocitos ou pela presenca
de células de Langerhans. Os nervos associados ao granuloma encontram-se inchados e
infiltrados, além disso, a inervacdo é diminuida. Os pacientes classificados como BT

podem ter baciloscopia positiva, apresentando poucos bacilos.

BB — Os pacientes classificados nesse grupo apresentam nimero de lesfes intermediarias
entre os polos TT e LL, além disso, apresentam um grau moderado de anestesia, lestes
eritematosas e com formatos irregulares.

A principal caracteristica histoldgica é a presenca de células epitelidides bem
desenvolvidas, porém menores do que as de lesdes TT e disseminadas difusamente pelo
granuloma exibindo auséncia de zonas ocupadas por linfocitos. As células de Langerhans
s80 ausentes e 0s pequenos nervos podem exibir moderada proliferacdo de células de
Schwann que podem ser reconhecidas com facilidade. A baciloscopia € positiva e bacilos

podem ser encontrados na leséo.



BL — As lesGes tendem a ser mais numerosas, brilhantes, com menor definigdo de limites,
ligeira perda de sensibilidade e numerosos bacilos.

Histologicamente, o granuloma é composto por histidcitos que tendem a evoluir
na direcdo de células epitelidides, os linfocitos sdo escassos. As células hospedeiras dos
bacilos sdo histidcitos que podem exibir caracteristica espumosa. O granuloma se difere
de lesBes LL por &reas de infiltracdo linfocitaria.

LL — Os pacientes desse polo sdao mais suscetiveis a infec¢do resultando na disseminacao
da doenca, portanto, apresentam multiplas les6es distribuidas bilateral e simetricamente
e na maioria das vezes eritematosa. As maculas sdo pequenas com bordas vagas e dificeis
de ver, tém superficie lisa e brilhante, ndo anestésica e podem aparecer discretamente
hipopigmentada em peles escuras. Ndo ha espessamento de nervos perifericos. Em
homens, o acometimento dos testiculos pode levar a atrofia e consequentemente
esterilidade, impoténcia e ginecomastia.

O granuloma é composto por histiocitos que exibem um grau variavel de alteracéo
gordurosa, com a producdo de células espumosas e eventualmente globos. Glébulos
multinucleados ou alteracdes espumosas sdo encontradas apenas em lesdo LL e os
linfocitos sdo escassos. Os nervos podem apresentar dano estrutural, mas ndo infiltracao

celular. Muitos bacilos séo vistos nesse tipo de lesao.

Em 1982, um comité da OMS propés uma classificacdo simplificada e
operacional para facilitar o diagndstico e tratamento dos pacientes com hanseniase. Essa
classificacdo era baseada no indice baciloscopico e dividida em Paucibacilares (PB) e
Multibacilares (MB). Em 1988, para facilitar o diagndstico em lugares de dificil acesso e
que apresentavam dificuldades para definir o diagnostico baseado na baciloscopia, a OMS
recomendou que o tratamento segue a orientacdo da classificacdo segundo nimero de
lesbes e comprometimento neural, estabelecendo como PB, pacientes que apresentem até
cinco lesdes e/ou apenas um tronco nervoso envolvido. Pacientes MB seriam definidos
por apresentarem mais que cinco leses e/ou comprometimento de mais de um tronco
nervoso como demostrada na figura 1.1.5 -1. Assim, o diagndstico seria facilitado em
lugares onde 0 exame microscopico para detectar o bacilo estdo indisponiveis (OMS
1982, OMS 1988, Souza 1997).



PB: Pacientes desse grupo apresentam poucos ou inexistentes bacilos (indice
baciloscpico < 2), até 5 lesdes de pele e reagdo positiva ao teste de Mitsuda. S&o

incluidos nesse grupo, pacientes TT e BT.

MB: Pacientes MB apresentam multiplas lesbes que sdo pequenas e brilhantes. A
distribuicdo das lesbes € simétrica, muitos nervos sdo comprometidos e a baciloscopia é

positiva com indice baciloscopico > 2. S&o incluidos nesse grupo pacientes BB, BL e LL.

Paucibacilares (PB) Multibacilares (MB)

A A

( \ { \

w >

| Granuloma bem definido | | Méacrofagos espumosos |

| Les&o Unica de pele | | + LesOes de pele |

- Bacilos +Bacilos

Reacdo Reversa (RR)

Eritema Nodoso Hansénico (ENH)

Figura 1.1.5-1: Representacao esquematica da classificacdo de formas clinicas da hanseniase. A
classificacdo proposta por Ridley e Jopling é baseada principalmente em aspectos
histopatoldgicos, nimero de lesdes e carga bacilar. Essa classificacdo separa os pacientes em 5
grupos distintos: Tuberculéide (TT), Boderline tuberculdide (BT), Boderline boderline (BB),
Boderline lepromatoso (BL) e Lepromatoso (LL). Em um dos extremos encontram-se 0s pacientes
do polo TT, apresentando granuloma bem definido, lesdo Unica de pele e os bacilos sdo ausentes.
No polo oposto, encontram-se os pacientes LL, com multiplas lesdes de pele, alta carga bacilar e
0 granuloma é composto por macrofagos com grau variavel de alteragdo gordurosa, podendo
apresentar aspecto espumoso. Entre os polos encontram-se os pacientes boderline com aumento
gradual no nimero de lesBes e carga bacilar. A classificacdo simplificada pela OMS subdivide
esses pacientes em dois grupos distintos: Paucibacilares (PB) que incluem pacientes TT e BT e
Multibacilares (MB) que incluem pacientes BB, BL e LL.

Os pacientes podem ainda desenvolver reacGes antes, durante ou ap6s o inicio do tratamento. As
principais reacoes sdo a Reacdo reversa (RR) que acomete pacientes do grupo boderline e 0o ENH
gue acomete pacientes MB. Esquema desenvolvido pela autora. Ridley e Jopling, 1966, OMS
1982, OMS 1988.
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O tratamento da hanseniase é feito com poliquimioterapia (PQT), que envolve o
uso de uma combinagdo de antibidticos — Dapsona, Rifampicina e Clofazimina. Juntos,
séo extremamente eficazes contra a infecgdo por M. leprae. O esquema de tratamento foi
definido pela OMS em 1982 e ¢é baseado na classificacdo dos pacientes em PB e MB
(Van-Veen et al. 2009, Reibel et al. 2015). A recomendagao para tratamento de pacientes
PB se baseia no uso de Dapsona e Rifampicina, com duracdo de 6 meses, 0 esquema

terapéutico é mostrado detalhadamente na tabela 1.1.5-1

Tabela 1.1.5-1 Esquema terapéutico para pacientes hansénicos do grupo PB. Ministério da salde,
Brasil. Acesso em 02.06.2019

Adulto Rifampicina (RFM): dose mensal de 600mg (02 capsulas de 300mg) com
admmlstra;éu SUDEF‘JISIDH&UE.

Dapsona (DDS): dose mensal de 100mg supervisionada e dose diaria de 100mg
autoadministrada.

Crianga Rifampicina (RFM): dose mensal de 450mg (01 capsula de 150mg e 01 capsula de
300mg) com administragdo supervisionada.

Dapsona (DDS): dose mensal de 50mg supervisionada e dose diaria de 50mg

autcadministrada.

Duragdo: 06 doses.

Seguimento dos casos: comparecimento mensal para dose supervisionada.

Critério de alta: o tratamento estara concluido com seis (06) doses supervisionadas em até 09 meses.
Ma 6" dose, os pacientes deverao ser submetidos ao exame dermatologico, a avaliagdo neurolégica
simplificada e do grau de incapacidade fisica e receber alta por cura.

O esquema de tratamento para pacientes multibacilares inclui o uso da
Rifampicina, Dapsona e Clofazimina além de maior tempo de administracdo desses
farmacos. Os dados sobre a administracdo da PQT em pacientes MB sdo mostrados com

mais detalhes na tabela 1.1.5-2
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Tabela 1.1.5-2: Esquema terapéutico para pacientes hansénicos do grupo MB. Ministério da
salde, Brasil. Acesso em 02.06.20109.

Adulto Rifampicina (RFM): dose mensal de 600mg (02 capsulas de 300mg) com administragdo
supervisionada.

Dapsona (DDS): dose mensal de 100mg supervisionada e uma dose diaria de 100mg
auto-administrada.

Clofazimina (CFZ): dose mensal de 300mg (03 capsulas de 100mg) com administragao
supervisionada e uma dose diaria de 50mg auto-administrada.

Crianca Rifampicina (RFM): dose mensal de 450mg (01 capsula de 150mg e 01 capsula de
300mg) com administracao supervisionada.

Dapsona (DDS): dose mensal de 50mg supervisionada e uma dose diaria de 50mg
auto-administrada.

Clofazimina (CFZ): dose mensal de 150mg (03 capsulas de 50mg) com administracao
supervisionada e uma dose de 50mg auto-administrada em dias alternados.

Duragdo: 12 doses

Seguimento dos casos: comparecimento mensal para dose supervisionada

Critério de alta: o tratamento estara concluido com doze (12) doses supervisionadas em até 18 meses
Na 12* dose, os pacientes deverdo ser submetidos ao exame dermatologico, a avallagdo neurologica
simplificada e do grau de incapacidade fisica e receber alta por cura

Os pacientes MB que excepcionalmente ndo apresentarem melhora clinica, com presenga de lesdes
ativas da doenga, no final do tratamento preconizado de 12 doses (cartelas) deverao ser
encaminhados para avaliagao em servigo de referéncia (municipal, regional, estadual ou nacional) para

verificar a conduta mais adequada para o €aso

1.1.6 Episddios reacionais

Os pacientes com hanseniase podem desenvolver episodios reacionais durante o
curso da doenga, inclusive antes, durante e apds o inicio do tratamento. Esses episodios
sdo agudos e interrompem a cronicidade da doenca, agravando o quadro clinico do
paciente. As principais reacfes na hanseniase sdo a Reacdo Reversa e 0 Eritema Nodoso
Hansénico e 40% dos pacientes hansénicos desenvolvem um desses episodios reacionais
(Ridley et al. 1966, Brito et al. 2008).

Reacdo Reversa: Também conhecida como Reacdo do tipo I, a Reacdo Reversa (RR) é
a principal causa de incapacidade fisica e deformidades na hanseniase. Ao desenvolver
esse tipo de reacdo, 0s pacientes apresentam novas lesdes, reativacdo de lesdes antigas e
exacerbacdo da resposta inflamatdria que podem estar associadas ao comprometimento
do nervo periférico. Os sintomas variam de hiperestesia cutanea difusa, parestesia e

alodinia. Contudo, pode ocorrer ainda, comprometimento do nervo motor, associado ou
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ndo ao espessamento e sensibilidade do nervo podendo levar a perda de forca e/ou
percepcao sensorial. Os pacientes podem se queixar de sensacéo de ardéncia nas lesdes
cuténeas, dores nas extremidades do corpo ou na face e 0s pés e mdos podem apresentar
atrofia, sudorese ou areas ressecadas (Sales et al. 2013, Andrade et al. 2015, Naafs et al.
2016).

Histologicamente, os granulomas se tornam mais organizados e ha aumento no
namero de linfocitos e células epitelidides. Pode-se observar reducdo na carga bacilar ou
desaparecimento de bacilos intactos (Lastoria et al. 2014).

A RR é considerada uma reacdo de hipersensibilidade tardia a antigenos do M.
leprae, estando associada a depuracdo de bacilos na lesdo aumentando a imunidade
mediada por células contra o patégeno resultando em inflamacéo (Inkeles et al. 2016).
Esse tipo de reacdo, geralmente acomete pacientes do grupo intermediario ou borderline,
mas raramente também pode se desenvolver em pacientes LL (Nery et al. 2013). O
diagnostico para RR é complexo, pois requer um profissional familiarizado com a
hanseniase. Muitos pacientes apresentam poucos sintomas, levando ao diagndstico tardio
ou até mesmo a falta do diagndstico correto que deve ser feito baseado no desenho de
dispersdo das lesbes e uma avaliacdo extremamente cuidadosa da funcdo nervosa
autonbmica, motora e sensitiva. O tratamento € realizado com uso de corticosteroides
orais por cerca de 4 a 6 meses (Naafs et al. 2016).

Os episddios podem ser: cronicos, recorrentes e tardios. Episddios crénicos sao
caracterizados por erupcdes cutaneas consecutivas ou comprometimento neural.
Episddios recorrentes sdo definidos com o reaparecimento de sinais e sintomas reacionais
apos 6 a 12 semanas do inicio do tratamento. Ja os episodios tardios, ocorrem apos 0
tratamento de hanseniase com PQT (Andrade et al. 2015).

O diagnostico correto e tratamento precoce sao fundamentais para reduzir a
recorréncia de reacdes e minimizar deformidades devidas ao comprometimento neural
(Pai et al. 2012).

Eritemma Nodoso Hansénico: O ENH é uma complicacdo imunoldgica que os pacientes
com hanseniase podem desenvolver estando associados a inflamacgéo sistémica que leva
a febre, multiplas lesdes de pele, neurite, artrite, inflamacao ocular, nefrite e linfadenites.
O estado inflamatério do ENH causa aumento significativo na morbidade dos pacientes,

podendo levar a morte se nao forem tratados (Walker et al. 2014, Walker et al. 2015).
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O ENH afeta pacientes borderline (BB e BL) e pacientes LL, quanto maior o
indice baciloscopico, maior o risco de desenvolver ENH. O episddio, geralmente ocorre
apo6s 2 anos de inicio da PQT e alguns pacientes experimentam mdltiplos episddios
(Manandhar et al. 1999, Walker et al. 2007, Polycarpou et al. 2017).

Histologicamente, lesbes de pele de pacientes durante esse episddio reacional,
apresentam intenso infiltrado inflamatorio de neutrofilos na derme profunda, levando a
ser considerado um marco histologico exclusivo do ENH, pois ndo se apresenta em outras
formas clinicas da doenca (Lastéria et al. 2014, Schmitz et al. 2016).

O tratamento de episddio de ENH é feito com o uso da Talidomida que é um
imunossupressor eficaz para controle da inflamacdo sistémica, porém seu uso é
controlado devido a efeitos colaterais graves relacionados a capacidade teratogénica e seu
uso é contraindicado para mulheres em idade fértil, nesses casos é indicado 0 uso de
outros corticoisterdides como por exemplo a prednisona (Van-Veen et al. 2009, Millrine
et al. 2017).

Tem sido proposto tratamentos alternativos como foi mostrado por Ramien et al.
2011, onde o tratamento de uma paciente que apresentou resisténcia tanto a Talidomida
quanto a Prednisona, foi eficazmente controlado com o uso de inibidor de TNF e esse
tratamento tem sido visto como promissor para o tratamento do ENH quando a
Talidomida nédo for aconselhavel (Chowdhry et al. 2016).

A maior diferenca entre a RR e 0 ENH, é que diferente dos episodios RR, o ENH
apresenta inflamacéo sistémica e generalizada. Em pacientes BL é dificil discernir entre
RR e ENH, as reacdes podem ocorrer juntas ou em sequéncia, por isso € importante uma
analise criteriosa sobre os sintomas que 0s pacientes apresentam para o diagndstico
correto. Durante o ENH, os pacientes apresentam mal-estar em geral, e pode haver febre,
envolvimento de drgdos e articulacGes, entretanto, essas complicacdes nao estdo
envolvidas na RR. Além disso, as lesdes de pacientes ENH sdo visiveis e dolorosas,
apresentam papulas e nddulos confluentes enquanto na RR, as lesdes podem ser

anestésicas e com aparéncia mais homogénea (Naafs et al. 2016, Régo et al. 2018).

1.1.7 Desenvolvimento da resposta imunologica contra o M. leprae.

A resposta imunologica de pacientes com hanseniase resulta diretamente da
interacdo do M. leprae com o hospedeiro e define a classificagdo espectral da doenga. Em
um dos extremos do espectro clinico da hanseniase, encontram-se o0s pacientes TT que é

o polo mais resistente da hanseniase, restringindo o crescimento bacteriano e
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apresentando numero de les6es limitadas. No outro extremo, pacientes LL sdo definidos
como o polo mais susceptivel da doenca, pois 0s pacientes apresentam alta carga bacilar
e disseminacdo das lesGes. Essas apresentacdes clinicas correlacionam-se com o
desenvolvimento da imunidade mediada por células (IMC) (Modlin, 2010).

A medida padrdo para calcular a IMC, consiste na reagdo de Mitsuda ou teste
cutaneo da Lepromina. O teste consiste na inoculagdo de Lepromina através de injecdo
intradérmica que pode provocar uma reacdo local causando nodulo palpéavel. Esse ndédulo
é medido apo6s 3 semanas e € classificado como positivo para pacientes TT. A auséncia
da formacdo do nddulo, negativa o teste e é geralmente obtido em pacientes LL. Em
contraste, os niveis soroldgicos envolvendo anticorpos anti-PGL-1 e a antigenos
especificos para M. leprae sdo predominantes em pacientes LL e praticamente
inexistentes nos pacientes TT, indicando que a resposta imune predominante em pacientes
LL é humoral, que € especifica, porém ineficaz para o controle do bacilo (Cho et al. 1983,
Modlin, 2010). A correlagdo inversa entre IMC e imunidade humoral presentes no
espectro da hanseniase, pode ser investigada em termos de resposta imune adaptativa.

A primeira linha de interacdo entre o M. leprae e células do hospedeiro ocorrem
atraves de receptores altamente conservados, capazes de reconhecer padrdes associados
a patogenos. Os receptores da familia do tipo Toll (TLR) estdo presentes em células do
sistema imunologico inato, podendo participar do processo de fagocitose e atividade
microbicida (Doyle et al. 2004, Bochud et al. 2009, Lim et al. 2013). Ja foi visto que
lipoproteinas presentes na membrana de M. leprae sdo capazes de induzir a maturacao de
células dendriticas por intermédio de TLR 2 e esse mecanismo leva a ativacdo da resposta
imune adaptativa (Hertz et al. 2001, Krutzik et al. 2005). Alem de TLR2, TLR4 e TLR9
demonstraram capacidade ndo s6 de interagir com micobactérias, mas também no
aumento da susceptibilidade do hospedeiro em desenvolver a hanseniase (Bochud et al.
2009, Oldenburg et al. 2018).

Subgrupos distintos de linfécitos T correlacionam-se com a resposta ao M. leprae,
principalmente células CD4+ e CD8+. As lesbes de pacientes TT apresentam intenso
infiltrado de linfécitos T CD4+. De maneira mais ordenada, as células T CD4+ estédo no
centro da lesdo e as células T CD8+ apresentam perfil supressor. As células T CD4+
produzem citocinas pré-inflamatorias levando a formacéo de granulomas bem definidos,
em contraste pacientes LL apresentam maior quantidade de linfocitos T CD8+ nas lesdes.
As células T CD4+ provenientes de lesdes TT, sdo capazes de proliferar em culturas

estimuladas com M. Leprae, in vitro, por outro lado células T CD8+ de leséo de pacientes
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LL, sdo ativadas especificamente por M. Leprae e capazes de suprimir a ativacdo de
células T CD4+ in vitro (Modlin et al. 1986, Salgame et al. 1991).

A resisténcia a patdgenos intracelulares como micobactérias, esta diretamente
relacionada a capacidade do hospedeiro em montar uma resposta eficaz de linfocitos T
auxiliares (Th) (Moraes et al. 2006). As celulas Th podem ser subdivididas em diferentes
subgrupos de células efetoras com base em sua capacidade funcional e no perfil de
citocinas que produzem. O subgrupo Th1 secreta citocinas que geralmente sdo associadas
a processos inflamatérios como por exemplo Interferon y (IFNy) e Fator de Necrose
Tumoral (TNF), conhecidas por induzirem respostas do tipo celular. O subgrupo Th2
produz citocinas como Interleucina (IL) -4 e IL-5, que induzem a proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B, associando-se assim a um perfil de desenvolvimento de
respostas do tipo humoral. O fator mais importante envolvido na diferenciacdo e
polarizacdo de linfécitos Th é o estimulo de citocinas a qual sdo submetidos. Existem
evidéncias de que o estimulo com IFNy e IL-12 cria um ambiente propicio para a
diferenciacdo de um perfil Thl enquanto que a IL-4 ¢é essencial para a diferenciacdo de
células com perfil Th2 (Constant et al. 1997, Rodrigues et al. 2017, Sousa et al. 2017).

Na hanseniase os pacientes desenvolvem perfis de ativacdo de linfécitos Th de
maneiras distintas e esses perfis se correlacionam com as manifestacoes clinicas presentes
no espectro clinico da doenca (Sadhu et al. 2018). Os principais perfis estudados na
hanseniase sdo Thl, Th2 e mais recentemente Th1l7 e essa polarizacdo tem sido vista
como um elemento chave na regulacdo da resposta imune dos pacientes durante o curso
da infeccéo (Sousa et al. 2017).

Analises histoquimicas de lesbes de pele de pacientes TT apresentam um perfil
de citocinas com padrdo Thl, como foram mostrados por Arnoldi et al. em 1990 que
observaram aumento de IFNy e TNF nas lesdes desses pacientes. Em 1991, Yamamura et
al. estabeleceram um perfil de citocinas presentes na hanseniase, a partir de analises da
expressdo de RNAm de biopsias lesionais de pacientes TT e LL. Pacientes TT
demonstraram padréo de citocinas predominantemente com perfil de resposta Th1l como
IL-2 e INFy. Por outro lado, pacientes LL apresentaram padréo de citocinas com perfil de
resposta Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10.

Agregando a esses achados, em 1998 Moubasher et al. confirmaram esse perfil de
resposta a partir da dosagem de niveis séricos de algumas dessas citocinas. Pacientes TT

apresentaram aumento dos niveis séricos de IFNy e TNF e houve correlagdo negativa
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entre 0s niveis séricos dessas citocinas e o indice baciloscdpico. Por outro lado, pacientes
LL apresentam um padrdo de citocinas oposto com altos niveis séricos de IL-10.

Finalmente, Rodrigues et al. 2017, demonstraram atraves de analises por
imunofluorescéncia de marcadores especificos para células Thl e Th2, a predominéancia
de células Thl em lesBes de pacientes TT e células Th2 em lesbes de pele de pacientes
LL.

Recentemente foi descrito um novo subconjunto de células Th, nomeadas de Th17
devido a alta producdo de IL-17, entretanto também produzem IL-22. A producédo dessas
citocinas estdo envolvidas na neutrofilia, remodelacéo e reparo tecidual além da producéo
de proteinas antimicrobianas. Diferente das células Thl e Th2, a ativacdo dessa
subpopulacdo requer tanto TGFp, que é uma citocina imunossupressora, quanto IL-6 que
é uma citocina pro-inflamatoria (Korn et al. 2009).

De maneira geral, as células Th17 apresentam um perfil pro-inflamatorio e foram
identificadas em amostras de pacientes do polo TT na hanseniase. A dindmica da resposta
de células Th17 tém sido sugeridas como crucial para o desenvolvimento de uma resposta
eficaz contra o bacilo, ja que a IL-17 induz a producéo de TNF, IL-6 e INOS levando a
producdo de espécies reativas de oxigénio intermediario que destroem o bacilo e
potencializam o ambiente pré-inflamatorio (Saini et al. 2013, Sousa et al. 2017).

Na hanseniase, a resposta imunolégica € extremamente complexa e envolve
mecanismos tanto da imunidade inata quanto da adaptativa. Os macrofagos sdo células
do sistema imune inato responsaveis por fagocitar microrganismos e apresentam um
perfil distinto nas lesdes de hanseniase. Histologicamente, sdo vistos ativados nas lesoes
de pacientes TT e por isso sdo chamados de celulas epitelidides, nas lesbes de pacientes
LL, sdo observados macrdfagos contendo numerosos bacilos e com aparéncia espumosa
caracteristica, como foi descrito por Rudolf Virchow em 1983. As células de Virchow,
como ficaram conhecidas, apresentam aspecto espumoso devido ao alto teor lipidico
possivelmente induzido pelo M. leprae (Sacurai et al. 1970, Mattos et al. 2010) e ja foi
visto que os macrofagos espumosos presentes nas lesdes de pacientes LL apresentam um
fendtipo regulatério que contribuem para a susceptibilidade a infec¢do induzida pelo M.
leprae e podem contribuir para um ambiente favoravel para a sobrevivéncia do bacilo
(Moura et al. 2012).

Assim como na dicotomia Thl e Th2, macréfagos podem exibir perfis de ativagdo
distintos. Macr6fagos M1 sdo classicamente ativados por agentes microbianos e

promovem a defesa do hospedeiro, entretanto, macréfagos M2 realizam funcdes
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homeostéaticas como, por exemplo, fagocitose necessaria para o remodelamento tecidual.
Essa polarizagdo pode ser induzida por diferentes citocinas. Ja foi visto que IFNy e TNF
podem induzir a polarizacdo de macr6fagos para um perfil M1, enquanto o estimulo com
IL-4 e IL-10 induz para o perfil M2 (Mosser et al. 2008, Montoya et al. 2009).

A medida em que 0s mondcitos sdo recrutados para o tecido, eles se diferenciam
em macrofagos. Kibiie et al. 2016, mostraram em um modelo de cocultura de mondcitos
com células endoteliais que o endotélio é capaz de instruir a polarizacdo de macrofagos
em M1 e M2. Células endoteliais ndo estimuladas, induziram um perfil de macréfagos
para M2, entretanto, células endoteliais estimuladas com IFNy foram capazes de induzir
a polarizacdo de macrdéfagos para M1 mediados por Jagged-1. Além disso, o0 grupo
mostrou a presenca dessa proteina em lesdes de pacientes TT e esse mecanismo foi
proposto para explicar a polarizagdo de macrofagos na hanseniase.

De fato, macrofagos de pacientes LL apresentam fendtipo regulatorio que
contribui para a imunossupressao presente nesses pacientes. Ja foi visto que macrofagos
de pacientes LL tem alta expressdo de CD163, um receptor que reconhece o complexo
hemoglobina-haptoglobina, e a expressdo dessa molécula € estimulada diretamente pelo
M. leprae em mondcitos de doadores saudaveis, induzindo o perfil regulatorio de
macrofagos com alta producéo de IL-10, TNF e TGFB. O bloqueio de CD163 diminuiu a
captacdo de M. leprae em mondcitos humano, mostrando que a expresséo dessa molécula
é importante para a modulacdo de resposta da célula hospedeira, permitindo a criacao de
um ambiente inflamatorio favoravel para a entrada e sobrevivéncia de micobactérias
(Moura et al. 2012).

In vitro, a IL-10 diferencia macréfagos humanos para um perfil imunossupressor
aumentando a expressdo de CD163, em contraste, o tratamento de mondcitos com IL-15
induz a expressdao de CD40, CD16, CD64 e CD14. Esses fendtipos foram relacionados a
diferentes mecanismos de resposta imune, macr6fagos CD163+ mostraram aumento na
capacidade endocitica e fagocitica quando comparados com macrdfagos induzidos pela
IL-15, por outro lado, os macrofagos induzidos pela IL-15 demonstraram maior
capacidade de destruir micobactérias intracelulares por mecanismo dependente de
vitamina D. Macréfagos CD163+ foram encontrados em lesdes de pele de pacientes LL
e estavam ausentes em les6es de pacientes TT indicando que pode haver divergéncias na

capacidade fagocitica e microbicida de macrofagos na hanseniase e essa polariza¢do pode
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prejudicar o controle micobacteriano aumentando assim a susceptibilidade dos pacientes
LL na hanseniase (Montoya et al. 2009).

Os neutrofilos sdo células que apresentam alta plasticidade e estdo envolvidas em
diversas patologias. Fridlender et al. 2009, descreveram a polarizagéo de neutréfilos em
dois tipos distintos como neutréfilos N1 e N2. Os neutréfilos N1 apresentam perfil pré-
inflamatorio, nucleo hipersegmentado, aumento da citotoxicidade, alta expressdo de
ICAM-1 e produgdo de citocinas inflamatdrias. Por outro lado, neutr6filos com fenétipo
N2 apresentam um perfil anti-inflamatdrio e pro-tumoral além de demonstrar capacidade
pré-angiogénica sendo capaz de produzir niveis elevados de MMP9.

Em hanseniase, ja foi visto neutrdfilos circulantes carregados de bacilos em
pacientes LL ndo tratados (Drutz et al. 1972). Além disso, neutr6filos de doadores
saudaveis respondem ao estimulo in vitro com M. leprae e fragfes do bacilo produzindo
IL-8 e TNF e neutrofilos de pacientes ENH exibem apoptose acelerada in vitro (Oliveira
et al. 1999).

Recentemente, nosso grupo mostrou que durante 0 ENH os pacientes exibem
aumento de neutrofilos circulantes que expressam CD64 e infiltrado neutrofilico nas
lesbes de pele. A expressdo de CD64 nesses neutrofilos foi correlacionada com a
gravidade do episddio reacional (Schmitz et al. 2016).

da Silva et al, 2019 mostraram que neutrdéfilos de pacientes ENH exibem liberagéo
espontanea de armadilhas extracelulares de neutréfilos (do inglés, neutrophil
extracellular traps - NETS) em cultura ex vivo. Além disso, bidpsias de lesdo de pele
desses pacientes apresentaram caracteristicas compativeis com netose e esse achado ndo
pode ser encontrado apos sete dias de tratamento com a talidomida ou em pacientes MB
ndo reacionais.

Tavares 2019, caracterizou uma subpopulacdo de neutréfilos de baixa densidade
(do inglés, low density - LDN) em amostras de sangue de pacientes com hanseniase.
Neutrofilos LDN de pacientes ENH apresentaram aumento na expressdao de CD11b,
CD16, CD66 e diminuicdo de CD62L e CD49d quando comparados a LDN de pacientes
do polo MB néo reacionais.

De que maneira a participacdo de neutréfilos contribui para a imunopatogénese da
hanseniase ainda ndo foi elucidado, o estudo dessas células vem sendo negligenciado e
existem poucos trabalhos na literatura que abordam esse tema (Schmitz et al. 2019) e até
0 momento ndo existem trabalhos que abordem a resposta de neutrofilos em pacientes

nao reacionais da hanseniase.
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Na figura 1.1.7-1 apresentamos um resumo proposto para explicar de maneira

geral, o desenvolvimento da resposta imunoldgica nos polos da hanseniase.

TT LL
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Figura 1.1.7-1 Paradigma da resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro durante o curso
da infeccdo pelo M. leprae. Pacientes TT apresentam perfil de resposta do tipo 1 onde a producdo
de IL-2 leva a diferenciagdo de linfocitos TCD4+ para Thl com alta producéo de IFN-y. O IFN-
v ativa macréfagos com perfil M1 que produzem IL-12 e potencializam a resposta do tipo celular
culminando no controle da carga bacilar. Pacientes LL desenvolvem resposta do tipo 2 com
ativacdo de um perfil de resposta de células TCD8 reguladoras que produzem IL-4. A I1L-4 leva
a ativacdo de linfdcitos B, células Th2 e induz a produgéo de IL-10 e TGF-3 por macrofagos com
perfil M2. A ativacdo de linfocitos B leva a alta producdo de anticorpos contra o M. leprae, mas
o perfil de citocinas cria um ambiente imunossupressor que contribui para a disseminacdo da
infeccdo. Ainda ndo se sabe sobre a polarizacdo de neutréfilos na hanseniase. Esquema
modificado de Goulart et al. 2002.

1.2 Interleucina — 33
1.2.1 Caracterizacéo

A 1L-33 foi descrita pela primeira vez em 1999 como uma proteina (DV27)
superexpressa em artérias cerebrais vasoespasticas em modelo de hemorragia

subaracndide canina (Onda et al. 1999). Em 2003, foi caracterizada a nivel molecular
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como um fator nuclear, expresso por células endoteliais humanas e em 2005 foram
descritos os mecanismos mediadores de seus efeitos, assim como foi nomeada de IL-33
e adicionada a familia de citocinas IL-1 (Baekkevold et al. 2003, Schmitz et al. 2005).

A IL- 33 ¢ localizada no cromossomo 9p24.1 em humanos e é expressa como um
polipeptidio contendo pré-dominio, pode ser detectada em diversos tecidos, mas sua
producdo é restrita a algumas células como em células epiteliais, endoteliais e em
queratinocitos e fibroblastos estimulados com TNF. In vitro, o estimulo com caspase-1 é
capaz de clivar a forma pré formada em IL-33 madura (Schmitz et al. 2005). Entretanto,
foi visto que a clivagem dessa citocina por caspase-1 leva a inativacdo dessa citocina,
além disso, o grupo mostrou que a IL-33 pro- formada é capaz de ativar o se receptor
independente de clivagem (Cayrol et al. 2009).

Diferente da maioria das citocinas que geralmente sdo ativamente secretadas, a
IL-33 é uma citocina nuclear que é liberada durante a necrose celular ou quando os tecidos
sdo danificados (Cayrol et al. 2009). A producéo seletiva dessa citocina pode sugerir que
ela haja como uma alarmina tecidual que alerta o sistema imunologico sobre danos
endoteliais ou epiteliais durante infec¢des, estresse fisico, traumas ou processos alérgicos
(Haraldsen et al. 2009, Chan et al. 2019).

Essa citocina exerce sua atividade bioldgica exclusivamente através da ligagédo
com seu receptor ST-2, que é dependente tanto do co-receptor da proteina acessoria do
receptor IL-1 (IL-1RAcP) como da proteina adaptadora MyD88 (Martin 2013). O gene
responsavel por codificar ST-2, o produz como proteina transmembranar assim como em
forma sollvel (sST-2) que atua como um receptor decoy ou “chamariz”, controlando os
niveis dessa citocina durante respostas inflamatorias (Hayakawa et al. 2007).

O ST-2 de membrana é expresso em diversos tipos celulares como mastécitos,
macrofagos, linfocitos inatos (ILC), linfocitos T reguladores (Treg) e Th, eosinéfilos,
basofilos e neutréfilos (Afferni et al. 2018, Chan et al. 2019).

Outro importante aspecto funcional dessa citocina é a capacidade de iniciar o
remodelamento vascular durante a hip6xia como foi mostrado por Liu et al. 2018. Nesse
trabalho, o grupo mostrou em modelo de hipdxia pulmonar induzida que houve aumento
de IL-33 e ST-2 no tecido pulmonar de camundongos durante a hipdxia seguida da
formacdo de novos vasos e o0 blogueio de ST-2 levou a fibrose tecidual, além disso,

resultados semelhantes foram obtidos in vitro em cultura de células endoteliais humanas.
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1.2.2 Polarizagéo de resposta imunoldgica

A 1L-33 desempenha um papel importante na polarizacdo de respostas imunes do
tipo 2. A imunidade do tipo 2 est4 envolvida em processos alérgicos e infecciosos e é
caracterizada pela produgéo de citocinas conhecidamente com perfil Th2 como a IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-13. Em modelo experimental, a 1L-33 é capaz de induzir a proliferagdo de
ILC-2 e essas células produzem grandes quantidades de citocinas do tipo Th2 (Moro et
al. 2010, Neill et al. 2010, Cayrol et al. 2014).

Além da polarizacdo de resposta de ILCs, a IL-33 também promove a polarizagédo
de macrofagos para um perfil M2 em modelo de infeccdo viral associada a doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) de camundongos. Nesse trabalho, o grupo observou
que a polarizagdo de M2, levou ao aumento na producédo de IL-13 e consequentemente
producdo de muco e hiper-reatividade caracteristicos dessa doenca. Além disso,
conseguiram detectar células produtoras de I1L-33 em bidpsias pulmonares de pacientes
com DPOC e esse achado foi correlacionado positivamente com a expressao génica
aumentada de IL-13 e mucina (Byers et al. 2013).

As celulas Th virgens expressam de maneira constitutiva o ST-2 e 0 estimulo com
a IL-33 induz a polarizacdo para células Th2 aléem de induzir a proliferacdo de Treg in
vitro (Afferni et al. 2018).

Neutrofilos estimulados com IL-33 apresentam um perfil de secrecéo de citocinas
Th2, com altos niveis de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 e exibem um perfil de expresséo génica
distinto de neutrofilos estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Essa subpopulacdo de
neutrofilos induzidos por IL-33 foi caracterizado fenotipicamente por aumento da
expressao de algumas moléculas de superficie como os receptores de quimiocinas (CXC)
1le2elL-1R2, e aumento na producdo de citocinas com perfil anti-inflamat6rio como
por exemplo a IL-10 (Sun et al. 2018). Alémdisso, Alves-Filho et al. 2010, demonstraram
que o tratamento de camundongos com IL-33 em modelo de sepse levou ao aumento no
influxo de neutréfilos mediados por CXCR2 para o sitio de infeccdo, diminuindo assim a
inflamacao sistémica causada pela sepse.

Em modelo experimental de hepatite viral em camundongos, Liang et al. 2018,
demonstraram que a IL-33 promove o recrutamento de neutréfilos com perfil
imunossupressor para o figado. Esses neutrofilos exibiram alta expressdo de arginase-1 e
capacidade de inibir a proliferacdo de linfocitos TCD8+ in vitro e esse mecanismo foi

associado a produgéo de IL-13 por ILC-2.
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Figura 1.2.2-1 Rede de comunicacao celular induzida por IL-33. Ap6s injaria ou infeccdo, células
endoteliais, epiteliais e/ou fibroblastos liberam IL-33. A I1L-33 atua em diferentes tipos celulares,
principalmente na polarizacdo de resposta do tipo 2 como por exemplo, linfécitos Th2, ILC-2 e
macrofagos M2. Além disso, induz a producdo de citocinas do tipo 2 em Mastdcitos, Basofilos,
Neutréfilos e Eosinofilos, contribuindo com a expansdo de linfécitos B. Adaptado de Afferni et
al. 2018.

Na hanseniase ja foi descrito que a polarizacdo da resposta imunolédgica depende
da interacdo entre hospedeiro e M. leprae, entretanto pouco se sabe sobre o envolvimento
da IL-33 na imunopatogénese da doenca, tampouco sobre a polarizacdo de neutréfilos na
hanseniase.

Nesse contexto, nossa hipotese é que o dano tecidual causado em pacientes MB
e durante 0 ENH leva a liberacdo exacerbada de IL-33, e que essa citocina contribua
diretamente na polarizacdo da resposta imunoldgica para um perfil do tipo 2 incluindo a

polarizacdo de neutrofilos para um perfil N2.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Investigar mecanismos moleculares envolvidos no recrutamento e polarizacéo de

2.2

neutréfilos durante a hanseniase.

Objetivos especificos
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2.2.2
2.2.3
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2.25

2.2.6

Avaliar os niveis séricos de IL-33 em pacientes com hanseniase

Avaliar 0s niveis séricos de sST2 em pacientes hansenianos
Correlacionar os niveis séricos de IL-33 com sST2

Avaliar a produgéo de IL-33 e ST-2 em lesdes de pele de pacientes
multibacilares versus paucibacilares

Comparar a expressdo de CD11lb, CD62L, CD49d e CXCR2 em
neutrofilos circulantes de pacientes com hanseniase.

Avaliar a expressdo de IL-8 em lesdes de pele de pacientes durante 0 ENH

e apos 7 dias de tratamento com talidomida
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3  Material e Métodos

3.1 Desenho experimental, populacéo de estudo e consideracgoes éticas - Os pacientes
com hanseniase foram diagnosticados e classificados de acordo com os critérios
estabelecidos por Ridley e Jopling (1966) e acompanhados no Ambulatério Souza Araujo
- Centro de referéncia em diagnostico e tratamento de hanseniase, unidade clinica do
Laborat6rio de Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) - FIOCRUZ, no Estado do
Rio de Janeiro, area endémica para hanseniase.

Todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica e dermatoldgica e receberam
tratamento preconizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS). Apds a confirmacao
do diagndstico, os pacientes foram convidados a participar desse trabalho e receberam
um termo de consentimento livre e esclarecido. Apods assinatura do termo, amostras de
sangue e pele foram coletadas antes do inicio do tratamento.

Critérios de inclusdo no estudo: Pacientes com diagnostico de hanseniase, maiores de 18

anos, antes do inicio do tratamento.

Critérios de exclusdo: Pacientes com comorbidades infecciosas ou doengas crénicas

(coinfecgé@o pelo virus HIV, diabetes, cancer), gravidez, imunossupressao, dependentes
quimicos e utilizando qualquer medica¢do no momento do diagndstico.

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética do Instituto Oswaldo Cruz (CAAE
56113716.5.0000.5248).
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Tabela 3.1-1: Caracteristicas basicas dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas MB PB RR ENH ENH Tal
Média da idade 443 54,2 49,8 43,7 36,6
(min - max) (22-83) (31-76) (25-75) (18-76) (21-69)
Sexo M=12 M =15 M=10 M=7 M=2
H=26 H=12 H=12 H=33 H=28
Média de 1B 4,07 0 0,51 3,36 --
(min - max) (1,75-5,9) (0-4,5) (0,5-4,75)
Média de ILB 4,18 0 0,52 3,46 --
(min - max) (25-5,9 (0-3,4) (0-4,95)
Dosagem dos
niveis séricos N =23 N =16 N=21 N =35 N =13
de IL-33
Western
blotting N=5 N=4 -- -- --
Dosagem dos
niveis séricos N =18 N =17 N=6 N =18 --
de sST-2
Citometria N=5 N=4 -- N=4 N=4
Expresséo
génica de -- -- -- N=9 N=9
CXCLS8
Total de 36 27 22 40 30
pacientes

Legenda: MB = Multibacilares, PB = Paucibacilares, RR = Rea¢do Reversa, ENH = Eritema
Nodoso Hanseniano, M = Mulher, H = Homem, IB = indice baciloscopico, ILB = Indice

Baciloscépico da Leséo.

3.2 Coleta e Processamento de Sangue - A manipulacdo do material biologico foi
realizada na camara de fluxo laminar em ambiente estéril, respeitando as normas de
precaucdes para a manipulagdo de material bioldégico (Marques 2017). O sangue coletado
em tubo sem anticoagulante foi centrifugado para a obtencdo do soro que posteriormente
foi utilizado para a dosagem de IL-33 e sST2.
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3.3 Dosagem de IL-33 e sST-2 — As dosagens dos niveis séricos de IL-33 e ST-2 solavel
foram realizadas através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando kit Human IL-
33 Standard ABTS (PeproTech) e Human ST2/IL-33R DuoSet (R&D system). Ambos
foram processados de acordo com as especificacbes dos fabricantes. Resumidamente,
placas de 96 pocos de ELISA foram revestidas com 50uL de anticorpos de captura anti-
IL-33 ou anti-sST2 e mantidas na geladeira por 18 horas. Apds lavagem das placas com
tampdo indicado pelo fabricante, foi feito bloqueio da placa com 1% de albumina sérica
bovina (BSA) em tampéo fosfato (PBS) por 1h seguido de nova lavagem e adicdo de 50
uL dos soros nos pocos destinados as amostras. Em paralelo, I1L-33 ou sST2 recombinante
foi adicionada aos pocos para geracdo da curva-padrdo. O tempo de incubacgéo foi de 2
horas em temperatura ambiente. Apds um novo ciclo de lavagem, adicionamos o
anticorpo de deteccdo biotinilado anti- IL-33 ou sST2. A reagdo foi revelada por
Streptavidina-peroxidase e o substrato TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) até que a
curva atingisse a coloracdo indicada. A reacéo foi finalizada com adicdo de HCL 1 N nos
pocos. A placa foi lida no leitor de ELISA (Spectra Max 190/ Molecular Devices) no
comprimento de onda 405 nm. A analise da curva-padrdo e a obtencdo dos valores das
citocinas foram realizados no programa SoftMax Pro 5.3 (Molecular Devices). Este
ensaio detecta IL-33 ou sST-2 total, tanto na sua forma ativa quanto na pré formada. O

limite de deteccdo minimo do kit € 31,2 pg/mL para IL-33 e 31,3 pg/mL para sST-2.

3.4 Purificacdo de neutrofilos de sangue periférico - O sangue periférico heparinizado
foi diluido 1:1 em PBS para separacdo das células por gradiente de densidade em Ficoll
Hypaque (GE Healthcare, Suécia). Apos centrifugacdo a 900 xg, sem freio, a 25°C, por
30 minutos, houve separacdo de células com 3 perfis de densidade distintos. Na fracdo de
células vermelhas obtida apos a centrifugacao, foi acrescentado 45 mL de solucéo de lise
de hemécias ACK (1,7 M de NH4Cl, 0,1M de KHCOz e 1 mM EDTA) durante 10 minutos
por duas vezes seguido de centrifugacdo (500 xg, por 10 minutos, a 4°C). Em seguida, o
pellet contendo neutrofilos foi lavado em PBS (1500 rpm, por 10 minutos, a 4°C) e
ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
L-glutamina e penicilina-estreptomicina (Sigma). Uma pequena aliquota dessa suspenséao
celular foi diluida em azul de Trypan (1:20) (Bio WHITTAKER, EUA) e avaliada em

camara de Neubauer, para a estimativa da concentracéo de células viaveis.
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3.5 Citometria de fluxo multiparamétrica — Os neutrdfilos (1 x 108 células por tubo)
foram centifugados a 400 xg por 5 minutos a 4°C em tamp&o PBS. Apos a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 uL de solugdo de
blogueio (PBS/BSA 1% + 5% Soro Humano Inativado) por 30 minutos. Passada a etapa
de bloqueio, foi adicionado o tampé&o de lavagem (PBS/BSA 1%), seguido de marcacao
utilizando os anticorpos descritos na tabela 3.5-1, em volume final de 50 puL. As amostras
foram incubadas por 30 minutos a 4° C, protegidas de luz. Passado o periodo de
incubagdo, as células foram lavadas em 200 uL de tampé&o de lavagem, seguido de
descarte do sobrenadante e fixacdo em Paraformaldeido (PFA) 4% durante 10 minutos.
Apos a fixacdo, as células foram lavadas novamente e o pellet foi ressuspendido em 200
uL de tamp@o de lavagem. As amostras foram armazenadas e protegidas da luz e mantidas
a temperatura de 4°C até o momento da leitura. Para a leitura das amostras foi utilizado o
citdmetro BD FACSAria (BD Biosciences) da Plataforma Tecnologica da Fiocruz/IOC.
Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra dentro da regido de granuldcitos utilizando
os parametros Side Scatter (SSC) x Forward Scatter (FSC). Os dados foram analisados

utilizando o software FlowJo (BD Systems, USA).

Tabela 3.5-1 Descri¢do dos anticorpos utilizados na citometria. Sdo apresentados o cédigo do

produto no catalogo seguido de empresa fornecedora.

Anticorpos Catélogo e empresa
CD16 #302028
Biolegend
CD11B #301306
Biolegend
CD49D #563458
BD Horizon
CD62L #14062973
eBioscience
CXCR2 #320714
Biolegend

3.6 Avaliacdo do grau de pureza das preparacdes de neutrofilos - Para a preparacéo
de laminas em cytospin, amostras contendo 1x10° de células que foram separadas através
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do processamento por Ficoll foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% de Penicilina-Estreptovidina. Em
seguida as celulas foram submetidas a citocentrifugacdo em Cytospin a 60 xg durante 6
minutos, e subsequentemente as células aderidas as lId&minas foram coradas utilizando o
Kit para coloracdo diferencial Pandtico Rapido (Laborclin — solucdo de triarilmetano a
0,1%, xantenos 0,1% e tiazinas 0,1%). Ao final na coloracéo, as laminas foram analisadas
em microscopio dptico para analise da morfologia celular. A confirmacdo do grau de
pureza também foi realizada por citometria, através da marcacdo das células com
anticorpo anti-CD16. A aquisicdo das amostras foi feita pelo citometro Accuri (BD
Bioscience) e as analises foram realizadas pelo programa FlowJo.

3.7 Extragdo de RNA e RTgPCR - O RNA total foi extraido de amostras de lesdes de
pele congeladas utilizando TRIzol (Life Technologies) conforme as instrugdes do
fabricante. O processamento foi realizado com 50mg de tecido para 1 mL de TRIzol® e
submetidos a um homogenrizador de tecidos (Polytron® PT-3100D Kinematica AG). Em
seguida, adicionou-se 200 pL de cloroformio (Merck, Alemanha) em cada tubo de 1,5
mL, livre de DNAse/RNAse, depois foram homogeneizados por inversao até se obter um
aspecto leitoso. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 12.000 xg por 15 min a
4° C. A fase aquosa contendo o RNA foi recolhida e a fase orgénica estocada para
posterior extracdo de proteinas. A fase aquosa foram adicionados 500 pL de isopropanol
(SigmaAldrich, USA), e posteriormente foram misturados por inversao e incubados a -
70° C, por 30 minutos para precipitacdo do RNA. Apds o periodo de incubacgéo, os tubos
foram mantidos por 10 minutos em temperatura ambiente, e foi adicionado 1 pL de
GlycoBlue (Ambion), para marcacdo do acido nucleico e entdo centrifugados a 12.000 xg
por 20 min a 4° C. Os sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado
com 1 mL de etanol 75% através de centrifugacdo a 7.500 xg por 5 min a 4° C. Em
seguida, os sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos a temperatura ambiente
por cerca de 30 min e, posteriormente, ressuspensos em 10 L de dgua destilada ultrapura,
livre de DNAse/RNAse (Life Technologies, USA) em seguida as amostras foram
estocadas a -70° C para analises posteriores. As amostras de RNA foram tratadas com
DNase para evitar possivel contaminacdo com DNA genémico (Kit RTS DNase, MO BIO
Laboratories, CA, EUA). O RNA foi entdo submetido & analise de pureza e quantificacdo
em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) e integridade por

eletroforese em gel de agarose 1,2% (UltraPure agarose, Life Technologies). 1 pg de RNA
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de cada amostra foi reversamente transcrito utilizando o kit “SuperScript I1I First-Strand
Synthesis System” (Life Technologies) de acordo com as instrugdes do fabricante. As
reacOes de PCR foram conduzidas usando duplicatas técnicas de 10 ng de cDNA.

As reagbes foram incubadas no equipamento de PCR em tempo real
StepOnePlus® (Applied Biosystems, EUA), e submetidas a ciclos de 95° C por 20
segundos, para ativagdo da DNA polimerase, 40 ciclos de 95° C por 1 segundo, para a
desnaturacéo da fita, e 60° C por 20 segundos para 0 anelamento dos primers e extensdo
da fita de cDNA , utilizando o “Power SYBR Green PCR Master Mix” (Applied
Biosystems, MA, EUA). Ao final da reacdo de amplificagdo, as amostras foram
submetidas a uma nova incubacdo para geracdo da curva de dissociacdo, onde se
determina o ponto correspondente a temperatura de dissociacdo dos oligonucleotideos de
suas sequéncias alvo. Dessa forma, a curva de “melting” foi feita de modo continuo a 95°
C por 15 s e 60° C por 1 minuto. A analise de expressao génica foi realizada no software
Expression Suite através do método do 2-act, onde ACT é igual ao CT (“cycle threshold”)
do gene de interesse subtraido do CT do gene de referéncia, utilizando como normalizador
0 gene de referéncia GAPDH (Hs02758991 g1, ThermoFisher Scientific).

3.8 Extracdo e quantificacdo de proteinas de bidpsias de pele - As lesdes de pele
obtidas de bidpsias foram processadas para extragdo de proteinas de acordo com o
protocolo para extracdo de proteinas pelo método do TRIzol®. Foi adicionado o reagente
Trizol as bidpsias e a fase de fenol-etanol resultante apés a extracdo de RNA e DNA foi
submetida a dialise com 0,1% de Dodecil sulfato de sddio a 4°C por 24 horas, com trés
lavagens, a primeira com 16 horas, a segunda a 20 horas e a Ultima a 22 horas seguidas
por centrifugacdo a 6000 xg por 20 minutos a temperatura ambiente. ApOs esse
procedimento, a massa globular (visivel) de cada amostra foi coletada, transferida para
um tubo novo e centrifugada por 20 minutos a 6000 x g a 4° C. Em seguida o pellet foi

ressupenso e homogeneizado em 100 pl de solucdo de Tris - HCI 1M, uréia 8 M, pH 8,

até sua dissolucdo completa. Em seguida, a quantidade de proteina nas amostras foi
dosada pelo método de Bradford, utilizando o reagente Pierce Comassie (Thermo Fisher
Scientific), seguindo as recomendac6es do fabricante. Para elaboracdo da curva padrdo
foi utilizada BSA diluido em PBS, variando entre 0,1 - 1,4 mg / mL. Em uma microplaca
de 96 pogos de fundo plano (Greiner Bio-one, Brasil) foi aplicada a curva padréo (diluicdo
seriada: 0,1ug / pL a 1pg / pL), dgua destilada como branco (10 pL / pogo), e as amostras

diluidas 10 x (1 pL / poco de amostra e 9 / pogo pL de H20). Em seguida, em cada poco,
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foram adicionados 200 pL do reagente Bradford e a placa foi submedita a
homogeneizacdo em um agitador por aproximadamente 30 segundos. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente durante 5 minutos e a leitura da placa foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram analisados
pelo software SoftMax® data acquisition and analysis (Molecular Devices, USA).

3.9 Western Blotting - O volume equivalente a 20 pg de proteina por amostra foi
reservado em um novo tubo e a ele foi adicionado tampéo de amostra 4x (Tris-HCI pH
6,8 240 mM, glicerol 40%, p- mercaptoetanol 5%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,08%)
em volume suficiente para ficar com a concentracdo final de 1x. As amostras foram
fervidas por 5 minutos e aplicadas em um gel de poliacrilamida 12%. Paralelamente, foi
aplicado o padréo de peso molecular pré-corado PageRuler (Thermo Fisher Scientific)
para entdo realizagdo do SDS-PAGE. A corrida foi realizada em equipamento
MiniProtean (BIO-RAD) utilizando o tampé&o de corrida composto por Tris-base 25mM,
glicina 192 mM e 0,1% de SDS e a voltagem foi fixada em 100 V por 1 hora e 30 minutos.
Ao término da corrida, foi realizada a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (G.E. Healthcare LifeSciences) em tampé&o composto por Tris-base 25mM,
glicina 192 mM e 20% de etanol a 100 V por 1 hora. Ao final da transferéncia, a
membrana foi corada com Amido Black, para visualizacdo das proteinas e verificacdo da
eficiéncia da transferéncia, em seguida, prosseguimos com o western blotting.

A membrana foi bloqueada por 2 horas em 5% de BSA (albumina do soro bovino) em
TBS-T (Tris buffered saline- tween, composto por Tris-HCI 20mM pH 8,0; NaCl 150 uM
e 0,1 % Tween 20), em seguida a membrana foi incubada overnight com um dos
anticorpos descritos na tabela 3.8-1. Apos o periodo de incubacao, a membrana foi lavada
com TBS-T durante 10 minutos em agitacdo moderada, repetindo 0 processo mais 2
vezes. Apos essa etapa a membrana foi incubada com o anticorpo secundario conjugado
a enzima peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) na dilui¢do de 1:10.000 por 1
hora. Apos incubacdo, foram realizadas mais 3 lavagens, conforme ja descrito e entdo a
membrana foi posicionada no cassete de revelacdo por quimioluminescéncia, utilizando
o Kit Amersham ECL Western Blotting (G.E. Healthcare LifeSciences), que contém o
substrato, aplicado diretamente sobre a membrana. A revelacdo foi realizada na camara
escura, através da exposicdo do filme radiografico Amersham Hyperfilm ECL (G.E.
Healthcare LifeSciences) a membrana e entdo revelacdo do filme utilizando as solugdes

reveladora (Kodak) e fixadora (Kodak).
31



Tabela 3.9 Descri¢do dos anticorpos usados para o western blotting.

Anticorpos Catalogo e empresa
GAPDH #SC32233
Santa Cruz
Anti- I1L-33 #AF3625
R&D Systems
Anti- ST2/IL-33R #AF523
R&D Systems
Anti-mouse 1gG conjugado a HRP #31430
ThermoFisher
Anti-goat 1gG conjugado a HRP #HAF109
R&D Systems

3.10 Analise estatistica - As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad PRISM versdo 6 (GraphPad Software, USA). Realizamos primeiro um teste de
normalidade. Para comparar os resultados de dois grupos foi utilizado o teste Mann-
Whitney ndo pareado. 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 distribuicdo dos dados. As diferencas foram consideradas

significativas se p < 0,05.
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4 Resultados
4.1 Deteccdo de niveis séricos de 1L-33 em pacientes com hanseniase

Para avaliar os niveis séricos de IL-33 realizamos o ensaio de ELISA em amostras
de pacientes com hanseniase e os resultados serdo apresentados na forma de média + erro
padrdo. Observamos que os niveis séricos de IL-33 foram cerca de 80 vezes maior nos
pacientes MB quando comparados com pacientes PB (2668 + 565,1 e 33,52 + 15,49,
respectivamente. p < 0,0001) (Fig 4.1.1-A).

Em seguida, fomos avaliar a capacidade discriminatoria dessa citocina em
classificar a forma clinica desses pacientes através de andlise da curva ROC (Receiver
Operating Characteristic), pois essa analise permite a definicdo de sensibilidade e
especificidade utilizadas para técnicas de diagnéstico. Nossa analise revelou que a I1L-33
apresentou 100% de sensibilidade e especificidade para distinguir entre MB e PB e
conseguimos determinar o valor de cut-off em 79,64 pg/mL (Figura 4.1.1 - B).

Os niveis de IL-33 foram variaveis dentro do grupo de pacientes MB e a analise
de correlagdo entre os niveis de IL-33 e o indice baciloscopico revelou que houve
correlacdo positiva entre eles - Correlacdo de Spearman r = 0,78, p<0,0001 (Figura 4.1.1-
C).
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Figura 4.1.1 1L-33 como potencial biomarcador de hanseniase multibacilar. A) a concentracdo de
IL-33 foi quantificada por ensaio imunoenzimatico ELISA, em soro de pacientes PB (n = 16) e
MB (n = 23). A barra representa media + erro padréo. Teste de Mann-Whitney **** p < 0,0001.
B) Curva de ROC representativa para sensibilidade e especificidade, comparando os niveis séricos
de IL-33 entre pacientes PB x MB. C) Correlacdo entre os niveis séricos de IL-33 e o indice

baciloscopico de pacientes PB e MB. Correlacdo de Spearman r = 0,78, p < 0,0001.

O grupo de pacientes MB apresentou variacdo nos niveis de IL-33, entretanto essa
variacdo ndo foi dependente do diagndstico clinico desses pacientes, como mostrados na
tabela 4.1.1
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Tabela 4.1.1 Niveis séricos de IL-33 em pacientes com hanseniase MB

Paciente Forma clinica Niveis séricos de IL-33
#223 LL 119,179
#224 LL 705,454
#16 LL 6324,242
#12 LL 5637,956
#187 LL 1556,940
#188 LL 2331,550
#157 LL 647,073
#146 LL 1666,742
#165 LL 9144241
#179 LL 3226,956
#156 LL 3843,980
#204 BL 595,080
#2 LL 564,560
#5 LL 803,880
#171 LL 5851,690
#202 LL 6844,117
#200 BL 638,293
#149 LL 4988,042
#150 LL 237,507
#205 LL 433,754

A producdo de IL-33 foi confirmada em bidpsias de lesdo de pele de pacientes PB
e MB. Como mostrado na figura na figura 4.1.2, nossas analises de Western Blotting
revelaram que houve producgdo de IL-33 tanto na sua forma madura (média de 0,9022 +
0,1021 para PB e 1,231 + 0,1014 para pacientes MB), como da forma pré-1L-33 (1,073 £
0,09466 pacientes PB e 1,381 + 0,1160 para pacientes MB) (Figura 4.1.2 — A - C).
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Figura 4.1.2 Biopsias de pele de pacientes com hanseniase apresentam tanto pro-I1L-33 como IL-
33 madura. Os niveis proteicos de IL-33 foram obtidos de fragmentos de lesGes de pele de
pacientes PB (n = 4) e MB (n = 5) e analisados por Western blot usando anticorpo especifico para
IL-33 e como controle usamos 0 GAPDH. B) Gréfico da razdo Pro6 1L-33/ GAPDH. C) Gréfico

da razdo IL-33 madura/ GAPDH. Barra representa média = erro padréo.

Cerca de 40% dos pacientes com hanseniase, desenvolvem reacdes que
interrompem a cronicidade da doenca (Rydley et al. 1966, Brito et al. 2008). Nesse
contexto, fomos avaliar o0s niveis séricos de IL-33 no soro dos pacientes no momento de
diagndstico clinico de episddios reacionais do tipo 1 (RR) ou do tipo 2 (ENH). Os dados
obtidos s@o mostrados na figura 4.1.3 - A. De fato, a IL-33 foi detectada em todos 0s
grupos da hanseniase, porém em quantidades variaveis dependendo da forma clinica dos
pacientes. Pacientes MB exibiram niveis mais elevados dessa citocina, chegando a cerca
de 2 vezes maior quando comparados a pacientes ENH (2668 + 565,1 e 1063 + 155,1
respectivamente). Vale destacar que tanto pacientes MB quanto ENH apresentaram niveis
séricos de 1L-33 significativamente maiores que pacientes RR (252,7 + 70,97 p < 0,0001

guando comparamos pacientes MB versus RR p < 0,001 quando comparamos pacientes ENH
versus RR) (figura 4.1.3 - A).
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O tratamento para 0 ENH, geralmente é feito com uso da Talidomida, mas o
mecanismo de ac¢do desse farmaco ainda ndo foi completamente desvendado (Millrine et
al. 2017). Com o intuito de verificar se a Talidomida modula os niveis séricos da I1L-33,
nds dosamos essa citocina no soro dos pacientes apds 7 dias de tratamento que € quando
o0s pacientes apresentam melhoras significativas na sua condicéo clinica (Schmitz et al.
2016). Os niveis séricos dessa citocina aumentaram cerca de 3 vezes ap0s o tratamento
com a Talidomida (1063 + 1551 e 3547 + 1518 antes e apds o tratamento,
respectivamente) (Figura 4.1.3- A). NOs conseguimos ainda, parear os resultados de 8
pacientes com ENH antes e depois do tratamento com a Talidomida, destes, 4
apresentaram aumento nos niveis dessa citocina apos o tratamento enquanto que 0s outros

4 apresentaram diminuicdo nos niveis dessa citocina (Figura 4.1.3 - B).
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Figura 4.1.3 Os niveis séricos de IL-33 sdo aumentados em pacientes MB e pacientes durante o
ENH guando comparados a pacientes com RR. A) Foram avaliados 23 pacientes MB, 21 RR e 35
ENH. Cada ponto representa 1 paciente. Barra representa média + erro padrdo. Teste de Kruskal-
Wallis com teste de maltipla comparagdo de Dunn **** p < 0,0001; *** p < 0,001. B)
Acompanhamento longitudinal dos pacientes ENH apds 7 dias de tratamento com a talidomida.

Cada linha representa um Unico paciente antes e apds o tratamento.

Sabe-se que cerca de 50% dos pacientes LL (MB) desenvolvem reagdo do tipo
ENH que podem ocorrer antes, durante ou ap6s o inicio do tratamento com a PQT
(Walker et al. 2015). Sendo assim, cogitamos a hipdtese de que os niveis elevados de IL-
33 nesse grupo, poderiam pré-dispor esses pacientes a desenvolverem o ENH. Nossos
resultados mostraram que 8 pacientes MB desenvolveram ENH em um momento
posterior ao diagndstico de hanseniase porém, os niveis séricos dessa citocina foram

variaveis, quatro pacientes exibiram niveis acima da média para o grupo, enquanto outros
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quatro ficaram abaixo da média, sugerindo assim que os niveis séricos de 1L-33 nos
pacientes MB ndo foi um fator preditivo para o desenvolvimento de ENH. Entretanto,
quando analisamos a média do grupo de pacientes que desenvolveram ENH, observamos
niveis séricos dessa citocina com média de 3409 + 1049 enquanto que a media para
pacientes MB que ndo desenvolveram ENH foi de 2245 + 658,8 (Tabela 4.1-2). E
importante ressaltar que os pacientes MB incluidos no estudo foram acompanhados até o
momento da conclusdo desse trabalho e ndo se pode prever se desenvolverdo o episodio

reacional no futuro.

Tabela 4.1-2 Desfecho dos casos de pacientes MB

Pacientes MB N° de casos Niveis de 1L-33, pg/mL
media £ erro padrao

Desenvolveram ENH 8 3409 + 1049
Nao desenvolveram ENH 14 2245 + 658,8
até a conclusao desse
trabalho

4.2 Expressao de ST-2 em bidpsias de pele de pacientes com hanseniase

A funcéo bioldgica da IL-33 depende da expressdo do receptor ST-2 na membrana
das células alvo (Kotsiou et al. 2018). Nesse sentido, nos avaliamos por Western Blotting
a expressdo dessa proteina em bidpsias de pele de pacientes PB e MB. Nossos dados
mostraram que houve a expressdo de ST-2 tanto em bidpsias de pacientes PB (média de
1,460 + 0,0332), quanto em pacientes MB (meédia de 1,726 + 0,1426) (Figura4.2.1-Ae
B).
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Figura 4.2.1 Expressdo de ST-2 em bidpsias de pele de pacientes com hanseniase. Os niveis
proteicos de ST-2 foram obtidos de fragmentos de les6es de pele de pacientes PB (n = 4) e MB

(n = 5) e analisados por Western blotting usando anticorpo especifico para ST-2 e como controle

usamos 0 GAPDH. B) Gréfico da razdo ST-2/ GAPDH. Barra representa média + erro padréo.

4.3 Deteccdo de niveis séricos de sST-2 em pacientes com hanseniase

Em seguida, fomos avaliar os niveis séricos de sST-2, uma vez que este pode deixar
a I1L-33 indisponivel (Hayakawa et al. 2007), podendo explicar os niveis baixos dessa
citocina que os pacientes PB apresentaram. Para verificar essa hipdtese, nds dosamos
sST-2 em amostras de soro de pacientes com hanseniase. N&do houve diferenca
significativa nos niveis de sST-2 entre os pacientes ndo reacionais PB e MB (1952 + 168,4
e 2517 + 205,9, respectivamente), assim como nos pacientes ENH e RR (2529 + 189,7 e
2650 + 232,9, respectivamente) (figura 4.3.1 - A). Em seguida, calculamos a razéo IL-
33:5ST-2 e observamos que pacientes MB e durante o ENH apresentaram mais I1L-33
livre quando comparados a pacientes PB (figura 4.3.1- B). Em conjunto, esses resultados
sugerem que a IL-33 livre poderia atuar em diversos tipos de células do sistema imune,
assim como em neutréfilos circulantes de pacientes com hanseniase MB e ENH alterando

o perfil fenotipico dessas células.
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Figura 4.3.1 Pacientes MB e ENH exibem niveis de IL-33 livres maiores se comparados a
pacientes PB. A) A concentracdo de sST-2 foi determinada por ensaio imunoenzimatico ELISA,
em soro de pacientes PB (n=17), MB (n = 18), ENH (n = 18) e RR (n = 6). B) Raz&o IL-33/sST-
2 pacientes PB (n = 15), MB (n = 5), ENH (n = 11) e RR (n = 6). Cada ponto representa um
paciente. Barra representa média + erro padrdo. Teste Kruskal-Wallis com teste de multipla

comparacdo de Dunn **** p < 0,0001; ** p < 0,01.

4.4 Avaliacéo fenotipica de neutrofilos circulantes de pacientes com hanseniase
Inicialmente, avaliamos o grau de pureza das nossas preparagdes de neutréfilos
circulantes purificados a partir da técnica ja descrita. Para isso, purificamos neutréfilos
de 3 doadores saudaveis e o grau de pureza foi avaliado por duas metodologias distintas:
(1) avaliacéo da expressao de CD16, molécula constitutivamente expressa em neutrofilos
e ndo por outros granulécitos (Elghetany, 2002) e (2) analise morfoldgica de laminas de
células coradas com Pandtico. A nossa analise revelou um grau de pureza de 99,1%
(Figura 4.5.1 -A), que também foi confirmado por analise microscépica que revelou a
presenca majoritaria de células com morfologia compativel com neutrofilos, ou seja,

células com ndcleos segmentados ou hipersegmentados (Figura 4.4.1 - B).
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Figura 4.4.1 Grau de pureza em preparacdes de neutrofilos purificados a partir do sangue
periférico. A) Neutrdfilos foram isolados apos centrifugacéo e separagéo por gradiente de Ficol e
marcados para 0 anticorpo anti-CD16, as analises foram realizadas por citometria de fluxo e
graficos dot-plots foram montados. Estratégia para andlise: Singlets — FSX-H x FSC-A,
Granulécitos — SSC-A x FSC-A, Neutrofilos — SSC-A x CD16. A porcentagem de células CD16+
foi dada pelo gate SSC vs. CD16 (n = 3). B) Imagem representativa de lamina de citocentrifugacédo

de neutrofilos purificados (n = 3) corados por Panético. Aumento de 100x.

Como estratégia de analise da expressao de marcadores fenotipicos realizamos
citometria de fluxo multiparamétrica. Na figura 4.4.2 demonstramos qual foi a estratégia
geral de gate utilizada nos resultados subsequentes. O primeiro critério utilizado foi a
exclusdo de agregados celulares, utilizando os seguintes parametros FSC-H x FSC-A,

altura e &rea, respectivamente. Apos a obtencdo dos singlets, utilizamos os parametros
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FSC-A x SSC-A, tamanho e granulosidade, respectivamente; e dessa forma, criamos o
gate de granuldcitos. Para identificar o ponto de corte entre as fluorescéncias negativas,
nos utilizamos como controle o FMO (Fluorescence Minus One Control). Esse controle
vem sendo largamente utilizado na comunidade cientifica para marcagdes
multiparamétricas em citometria de fluxo, possibilitando a identificacdo da positividade
dos anticorpos em painéis multicolor. A partir disso, analisamos a expressao dos
marcadores CD11b, CD49d, CD62L e CXCR2, dentro do gate morfoldgico de neutréfilos

(células CD16™) (Figura 4.4.2). A seguir serd descrito os resultados dos marcadores

separadamente.
A
Singlets Granulécitos Neutréfilos CD16+
250K : 3 s J
. 250K 7 Granulécitos 250K 1 "
~ Singlets : 998 ] Neutroéfilos CD16+
200K 50,9 200K 4 200K 99,6
150K 150K - J
; o ] 150K -
. 3 ] ]
! 2 ] ]
100K 100K - 100K 4
50K 50K 7 50K
0 T T L T T 0 T T T T T 0 [T Ty T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 _103 0 103 104 105
FSC-A FSC-A CD16
B
100 FMO 100 7 FMO 100 4 FMO 100 7 FMO
ﬂ coe2L ﬁ CD49d ﬂ CD11b /.m'l CXCR2
1| I T I |
[ = 1 s [ s ‘|
60 [ 2 60 | e 60 4 [ e 60 - [
’J | 3 N 3 [ 3 )
| . ' S = 40
40 4 | g 40 || g 40 ‘ll I g 40 |
| S S
20 o \/‘\t < 20 4 \l Z 20 A J Zzo- L
0 T Jq T T \| T 0 T TR T LR 0 LARRRR) . . BARRLLLY | T T 0 T T T T
408 0 108 100 105 208 0 108 10t 10® 408 0 108 10f 108 108 0 108 100 108
CD62L cD4ad CD11b CXCR2

Figura 4.4-2 Estratégia para analise da expressdo de CD62L, CD49d, CD11b e CXCR2 em
neutrofilos de pacientes com hanseniase por citometria de fluxo multiparamétrica. A) a partir dos
parametros FSC-H x FSC-A foi realizado a selegdo dos singlets. Em seguida, o gate foi dado

utilizando os pardmetros SSC-A x FSC-A seguida de novo gate morfolégico na populagéo de
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neutrofilos CD16+. B) Histogramas representativos mostrando a positividade dos anticorpos
usados comparando-os com o controle FMO.

O aumento da expressdao de CD11b tem sido relacionado ao status de ativacao
celular de diversos tipos celulares (Elghetany, 2002). Nesse sentido fomos avaliar se a
expressao desse marcador seria diferente em neutrofilos de pacientes com hanseniase. A
nossa andlise revelou que a expressao de CD11b foi cerca de 2 vezes maior em pacientes
PB do que em pacientes MB (4117 + 2256 e 2184 + 446,3, respectivamente) (Figura 4.4.3
- A), sugerindo que neutréfilos PB estariam mais ativados que neutrofilos MB.

O CD62L (L-selectina, LECAM, LAM-1, Leu-8 ou antigeno MEL-14) é uma
selectina que assim como outras esta envolvida no rolamento de leucécitos na superficie
endotelial e medeia a interacdo neutrofilo-endotélio através do reconhecimento de
CD162. A média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de CD62L nos neutrofilos de
pacientes MB foi 11 vezes maior quando comparados a pacientes PB, (1309 + 318,3 e
115,8 + 73,09, respectivamente. p < 0,0159) (Figura 4.4.3 - B).

Massena et al. 2015 descreveram uma subpopulacdo de neutréfilos responsivos a
VEGF-A e caracterizaram essas células pela alta expressdo de CD49d. Os neutréfilos
CD49d+ exibiram perfil pré-angiogénico e podem ser associados ao perfil N2. Nossos
resultados mostraram que a expressdo de CD49d foi 8 vezes maior nos neutrofilos MB
quando comparados com neutréfilos PB (4929 + 736,2 e 588,5 + 396,0, respectivamente.
p < 0,0159) (Figura 4.4.3 - C).
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Figura 4.4.3 Neutrofilos de pacientes MB apresentam alta expressdo de CD62L e CD49d quando
comparados a neutrofilos PB. A média de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi obtida através
da marcacdo de neutrdfilos com anticorpos anti CD11b, CD62L e CD49d e os resultados foram
obtidos por citometria de fluxo multiparamétrica. A, B e C) Graficos comparando a MIF de
CD11b, CD62L e CD49d, respectivamente, em pacientes PB (n = 4) e MB (n = 5). Cada ponto

representa um paciente. Barra representa média + erro padrao. Teste Mann-Whitney * P < 0,0159.

Em conjunto, os nossos dados indicam um perfil fenotipico de ativacao diferente
entre os neutréfilos de pacientes PB versus MB, sugerindo que neutrofilos PB tenham um
perfil mais ativado devido a maior expressdo de CD11b, além disso, a expressao elevada
de CD62L e CD49d sugerem gue neutr6filos MB podem ser rapidamente mobilizados
para as lesbes de pele corroborando a abertura subita do quadro de ENH que é
caracterizada pela presenca marcante de neutrofilos na lesdo. Para avaliar a nossa
hipdtese, fomos avaliar a expressao dos mesmos marcadores em neutréfilos de pacientes
ENH.

A analise da MIF de CD11b revelou que a expressdo dessa molécula foi 5x maior
em neutrdfilos de pacientes MB quando comparados com pacientes ENH (2184 + 446,3
429,2 + 66,12, respectivamente) (Figura 4.4.4 — A). A expressédo de CD62L foi 4x maior
nos pacientes MB quando comparados com pacientes ENH (1309 + 318,3 e 318,5 + 6,888
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respectivamente) (Figura 4.5.4 — B). Por Gltimo, analisamos a expressdo de CD49d e
observamos que foi cerca de 2 vezes maior nos neutrofilos de pacientes MB quando
comparados a neutrofilos de pacientes ENH (4929 + 736,2 e 2744 + 4812,
respectivamente) (Figura 4.4.4 — C). Em conjunto, esses resultados sugerem que estas

moléculas podem estar envolvidas no recrutamento de neutréfilos do sangue para o tecido
durante o aparecimento subito do ENH.

Em seguida fomos avaliar se a Talidomida teria um efeito modulador na expresséo
desses marcadores na superficie de neutrdfilos, e 0s nossos dados demonstram que ndo
houve alteracfes na expressdo de CD11b (429,2 + 66,12 e 463,4 + 210,0 antes e ap0s 0
tratamento, respectivamente), CD62L (318,5 + 6,888 e 339,6 + 104,9, antes e apds 0
tratamento, respectivamente) e CD49d (2744 + 481,2 e 2383 + 619,9, antes e apos o

tratamento, respectivamente) em neutréfilos de pacientes ENH apos o tratamento com a
Talidomida (Figura4.4.4— A, BeC).
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Figura 4.4.4 Neutrofilos de pacientes MB apresentam expressdo aumentada de CD11b, CD62L e
CD49d quando comparados a neutréfilos ENH. A, B e C) Graficos comparando a MIF de CD11b,
CD62L e CD49d, respectivamente, em pacientes MB (n = 5), ENH (n = 4) e ENH ap6s 7 dias de
tratamento com talidomida (n = 4). Cada ponto representa um paciente. Barra representa média +
erro padréo.
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Sabendo que neutrofilos podem apresentar subpopulacdes fenotipicamente
distintas, noés fizemos uma analise detalhada para tentar identificar possiveis
subpopulacdes de neutrofilos com essas caracteristicas. Nossas analises revelaram uma
subpopulacdo de neutréfilos positivos para CD49d e CD62L em doadores saudaveis,
pacientes PB e MB e durante o episddio reacional ENH como mostrado na figura 4.4.5 —
AeB.

Apobs a confirmacdo da presenca dessa subpopulagdo no sangue de doadores
saudaveis e pacientes com hanseniase nds avaliamos a fréquencia de distribuicdo dessa
subpopulacdo. Os resultados serdo apresentados em média + erro padrdo dos grupos
analisados. Doadores saudaveis apresentaram em média a frequéncia de 2,210 + 0,9396
de células duplamente positivas para CD62L e CD49d, pacientes PB apresentaram 4,393
+ 1,373, entretanto, pacientes MB apresentaram aumento da frequéncia dessa
subpopulacdo quando comparados a pacientes PB, em média o grupo de pacientes MB
obteve 50,63 + 19,55, 11 vezes maior quando comparado com pacientes PB (Figura
4.4.5 - C).

Durante 0 ENH, os pacientes também exibiram essa subpopulacao, mas ela foi 7
vezes menor quando comparados a pacientes MB ndo reacionais (50,63 + 19,55 para MB
e 7,070 + 5,230 para ENH). Apos 7 dias de tratamento com a Talidomida, houve
diminuicdo da frequéncia dessa subpopulagdo no sangue desses pacientes (7,070 + 5,230

para ENH e 2,068 + 1,228 apds o inicio do tratamento) (Figura 4.4.5 - C).
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Figura 4.4.5 Pacientes com hanseniase apresentam subpopulacdo de neutréfilos CD62L+

CD49d+. A) Estratégia de analise de subpopulacgéo de neutrofilos em pacientes com hanseniase.
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Da esquerda para direita: Controle FMO, doador sadio, paciente PB e MB. B) Dot plot
representativo da analise de subpopulacdo CD62L+CD49d+ em pacientes ENH no dia do
diagndstico e apds 7 dias do inicio de tratamento com a Talidomida.

J& foi descrito que neutrdfilos induzidos por IL-33 apresentam aumento na
expressao de CXCR2 (Liang et al. 2018). O CXCR2 é um receptor de 1L-8 necessario
para o recrutamento de neutrofilos para sitios de inflamacdo/lesdo (Alves-Filho et al
2010) e é expresso constitutivamente em neutréfilos circulantes, tendo a sua expresséo
aumentada ou diminuida em condi¢des inflamatdrias (Elghetany, 2002). Nossos
resultados mostraram que ndo houve diferenca na expressao desse receptor entre
neutréfilos de pacientes PB e MB (5733 + 2322 e 6970 + 2558, respectivamente) (Figura
4.4.5 - A), corroborando que nesses pacientes neutrofilos permanecem no sangue e ndo
migram para as lesdes de pele. Entretanto, quando comparamos MB versus ENH, foi visto
um aumento de 6 vezes na expressdo desse marcador (6970 + 2558 e 1008 + 271,3). Esse
resultado sugere que neutrofilos que expressam altos niveis de CXCR2 migraram para
lesdo de pele ENH, por isso os circulantes apresentam niveis mais baixos. O tratamento
com a talidomida por 7 dias ndo interferiu na expressao dessa molecula (1008 + 271,3 e
1138 + 569,4, antes e apos o tratamento, respectivamente) (Figura 4.4.5 — B).

Para o recrutamento adequado de neutréfilos, faz-se necessario que haja fatores
quimiotaticos no local de inflamacdo (Sallusto et al. 2008), por esse motivo, fomos
analisar a expressdo génica em lesbes de pele de pacientes ENH de CXCLS8, que € 0 gene
da IL-8 e ligante de CXCR2. O nosso dado revelou que ndo houve diferenca significativa
na expressdo de CXCL8 antes ou 7 dias apds a Talidomida, revelando que em 4 pacientes
houve aumento na expressdo de CXCL8 apds talidomida e 4 houve reducéo (Figura 4.4.5-
C).

48



B
15000 7 15000
o~ N
@ @
) L 3)
< | X | |
O 10000 A O 10000 A
() i ()
© e}
o _— o
us 1]
1%} o) (]
» 5000 ‘0 ® 5000
s —— s
o o v
x x
w w * E
0 $ . 0 n®
PB MB MB ENH ENH Tal
C
8 02
3 1.0x1092+
©
>
c 03
S 1.0x10°3
® 3
o2
X Q. 1.0x10°04+
<
o L
8 -05
I 1.0x109°+
©
IS
5 1.0x10°0¢ T T
z ENH ENH Tal

Figura 4.4.6 Neutréfilos de pacientes MB apresentam aumento na expressao de CXCR2 quando
comparados a neutréfilos de pacientes ENH. A) Média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
para o anticorpo anti-CXCR2, foram analisados neutrofilos de pacientes PB (n=4) e MB (n =5).
B) MIF para a expressdo de CXCR2 em neutréfilos de pacientes MB (n = 5), ENH (n = 5) e
pacientes ENH ap6s o tratamento com talidomida (n = 5). C) Analise de expressdo génica de
CXCL8 em lesdo de pacientes ENH tratados ou ndo com talidomida. Cada ponto representa um

paciente. Barra representa média =+ erro padréo.
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5 Discussdo

A familia de citocinas IL-1 e seus receptores sdo extremamente importantes para
0 desenvolvimento da imunidade inata. A familia € constituida por 11 membros, dentre
eles, a IL-33. Embora essa familia de citocinas seja extremamente importante para montar
uma resposta imune inata eficaz, alguns membros da familia também estéo relacionados
a inflamacdo prejudicial em algumas patologias. Em artrite reumatoide, a atividade
bioldgica da 1L-33 tem sido avaliada em modelos experimentais, bem como em soro e
liquido sinovial de pacientes. Ja foi demonstrado que a administragdo de I1L-33 exacerba
aartrite induzida por colageno em modelos experimentais, e uma correlagao positiva entre
as concentracBes de citocinas no soro e no liquido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide e atividade da doenca também foi encontrada (Macedo et al. 2016). Até o
momento, ndo existem trabalhos na literatura sobre a relacdo da IL-33 com o espectro de
formas clinicas presentes na hanseniase. Nesse trabalho, demonstramos que pacientes MB
exibem niveis séricos de I1L-33 aumentados quando comparados com pacientes PB, esse
aumento foi variavel dentro do grupo de MB, e estava diretamente correlacionado ao
indice baciloscopico. Além disso, nossa analise da curva de ROC revelou que 0s niveis
séricos de IL-33 podem ser um potencial biomarcador capaz de distinguir pacientes PB
de MB, ja que nesse teste obtivemos 100% de sensibilidade e 100% de especificidade
com Cut-off de 79.64 pg/mL. Estudos multicéntricos poderiam validar esse achado, além
disso, é importante avaliar se 0s niveis séricos de I1L-33 sdo afetados pela PQT.

Um dos grandes paradigmas da hanseniase ¢ o desenvolvimento da resposta
imunologica do hospedeiro durante o curso da infeccdo com o M. leprae. Muitos trabalhos
tém descrito a polarizacdo da resposta imunoldgica durante o curso da infeccdo e o
aumento da susceptibilidade em desenvolver a doenga, porém, 0s mecanismos que
induzem a polarizacdo da resposta ainda nao foram bem definidos (Sousa et al. 2017, Dua
et al. 2019). Esse trabalho abre novas perspectivas sobre o desenvolvimento da
imunopatogénese da hanseniase ja que a IL-33 pode estar envolvida.

No tecido, o dano a células epiteliais, endoteliais e fibroblastos leva a liberacao de
IL-33, porém, ainda ndo se sabe se outros tipos celulares sdo capazes de produzir e
secretar essa citocina (Chan et al. 2019). Nesse trabalho, demonstramos a presenca de IL-
33 na sua forma pro-formada e em sua forma madura, tanto em lesdes PB quanto em
lesbes MB, mas possivelmente ndo houve a liberacdo dessa proteina para 0 meio
extracelular nas lesGes PB, tendo em vista que 0s niveis séricos dessa citocina estavam

baixos nesses pacientes e aumentados em pacientes MB. Analises de imunohistoquimica
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poderiam corroborar esse resultado e de imunofluorescéncia indicar qual tipo celular
poderia estar envolvido. Nile et al. 2010, mostraram que mondcitos humanos da linhagem
THP-1 produziram a pré-1L-33 ap6s estimulo com LPS, porém a I1L-33 madura foi vista
somente no citoplasma dessas células e ndo houve a secrecdo dessa citocina. Entretanto,
apos a inducdo de necrose por um processo de congelamento/descongelamento, houve
secrecdo dessa citocina para 0 meio extracelular indicando que somente por esse processo
ocorre a liberagio dessa citocina. E importante ainda que seja avaliada a capacidade do
M. leprae em induzir necrose celular ou mecanismo semelhante para que induza a
liberagdo de IL-33 por células residentes no tecido. De que maneira a I1L-33 é produzida
e liberada no soro dos pacientes com hanseniase ainda precisa ser investigado, entretanto
nds hipotetizamos que o0s niveis séricos dessa citocina podem resultar do dano sofrido
pelas células residentes da pele no momento da infeccdo pelo M. leprae e a inflamagéo
crénica pode levar a dano tecidual que mantém a producdo continua de IL-33 e
diminuicdo dos niveis de IFN-y.

Kopach et al. 2014 mostraram que o IFNy é capaz de atenuar a IL-33. Nesse
trabalho, o grupo produziu um adenovirus para expressar duplamente IL-33 e IFNy ou
IL-33 e IL-4, esse adenovirus foi aplicado em culturas de fibroblastos e a partir disso,
analisaram a producéo dessas citocinas por essas células. A coexpresséo de IL-33 e IFNy,
resultou na supressao dos niveis de ambas as proteinas, enquanto que a coexpressdo de
IL-33 e IL-4 resultou em elevacdo mutua. In vivo, a coexpressao de I1L-33 e IFNYy, levou
a atenuacdo dos niveis de IL-33. A inibicdo das caspases 1, 3 e 8 ndo apresentou efeitos
sobre a producéo de IL-33, mas o estimulo com IFNy elevou os niveis da subunidade do
proteassoma LMP-2, que é conhecida por possuir papel no processamento de antigenos
mediados por IFNy. O silenciamento de LMP-2 anulou o efeito do IFNy sobre a IL-33,
demonstrando que o IFNy controla os niveis de IL-33 por intermédio de LMP-2. Os
pacientes do polo PB da hanseniase apresentam niveis elevados de IFNy, assim como 0s
pacientes com RR (Belgaumkar et al. 2007) e isso poderia explicar os baixos niveis de
IL-33 que esses pacientes apresentaram.

Durante muitos anos, estudou-se o receptor ST-2 no paradigma da resposta
Th1xTh2, mas somente em 2005 foi descoberto o seu ligante, a IL-33 (Schmitz et al.
2005), desde entdo diversos trabalhos vem estudando a funcéo que a esta citocina exerce
sobre as células que expressam esse receptor (Dinarello, 2018). A modulag&o do eixo IL-

33/ ST2, representa uma estratégia promissora para o tratamento de doencas que
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envolvem a desregulagéo da sinalizacdo de citocinas. O tratamento terapéutico utilizando
anticorpo anti-ST-2 em camundongos com asma induzida reduziu drasticamente a
inflamacdo alérgica (Ramaprakash et al. 2011). A exposi¢do cutdnea a alérgenos
alimentares, predispde ao desenvolvimento de alergias alimentares, geralmente sendo
associada a dermatite atopica. Os niveis de IL-33 estdo aumentados em dermatite atopica
e 0 blogueio de ST-2 reduz a gravidade da anafilaxia oral sem afetar a resposta de
linfocitos Th2 ao alérgeno (Galand et al. 2016). O bloqueio de ST-2 pode representar uma
nova alternativa de tratamento para pacientes MB, ja que o bloqueio desse receptor
diminui a atividade bioldgica da 1L-33.

A capacidade de um microorganismo intracelular em estabelecer a infecgéo
depende da sua capacidade em modular a resposta imunologica do hospedeiro e
sobreviver dentro de células fagociticas. Macréfagos estimulados com IFNy tem sua
capacidade citotoxica aumentada para micobactérias mostrando aumento da apoptose em
celulas infectadas (Herbst et al. 2011). Por outro lado, a infecgéo de macrofagos por M.
leprae leva ao aumento do processo de autofagia e esse mecanismo pode estar relacionado
a sobrevivéncia do bacilo nessas células (Silva et al. 2017). Ja foi visto que o M. leprae
consegue sobreviver dentro de macréfagos (Moura et al. 2012) e isso pode estar
relacionado a polarizacdo de macrofagos na hanseniase.

Macrofagos M1 e M2 apresentam perfis distintos tanto morfologicamente quanto
fenotipicamente, além disso, apresentam perfil diferenciado de secrecdo de citocinas. De
Souza et al. 2016, mostraram que macrofagos presentes em lesdes LL apresentam perfil
M2 com alta expressdo de CD163, CD68, Arginase-1 e alta producdo de IL-10, IL-13 e
TGFB. A polarizacdo de macrofagos, surge como uma alternativa para o melhor
entendimento do desenvolvimento da resposta imune inata nos polos da hanseniase. Essa
polarizacdo pode ser desencadeada diretamente pelo M. leprae, mas ndo podemos
descartar a influéncia exercida pela IL-33 que de fato € um potente indutor de polarizacédo
de respostas imune do tipo 2 (Cayrol et al. 2014). Sendo assim, nossos dados podem
indicar que a presenca de 1L-33 sérica e nas lesdes de pacientes MB esta envolvida na
polarizacdo de respostas imunologicas de células com perfil M2 visto que o aumento
dessa citocina se correlaciona com o espectro clinico da hanseniase.

Assim como os macréfagos, os neutrofilos sdo células do sistema imune inato
indispensaveis para a defesa do hospedeiro. Tradicionalmente os neutréfilos séo
associados a doencas de fase aguda, por serem as primeiras células a chegarem ao sitio

de lesdo/inflamacdo. Além disso, por muitas décadas acreditava-se que essas células
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possuiam meia vida curta, em media de 6h. Nos Gltimos anos diversos paradigmas vém
sendo quebrados, Pillay et al. 2010, demonstraram que neutréfilos durante a homeostase,
podem ter uma meia vida de aproximadamente cinco dias. A vida Util aumentada de
neutréfilos pode estabelecer uma base para que essas células se submetam a mudangas
fenotipicas e funcionais, podendo justificar a plasticidade de neutrofilos (Pillay et al.
2010A). De fato, muitos trabalhos tém demonstrado que os neutr6filos possuem alta
plasticidade e heterogeneidade fenotipica. Atualmente, sdo constantemente descritos
como células-chave na regulagdo imunoldgica durante as respostas imunes inata e
adaptativa em diversas patologias (Costa et al. 2019).

A IL-33 pode atuar nos neutrofilos de duas maneiras distintas: 1) indugdo para um
perfil imunossupressor e 2) através do recrutamento dessas células. Em modelo murino
experimental de hepatite viral foi visto aumento do recrutamento de neutrofilos para o
figado, acompanhado de aumento de linfocitos T CD8+. Nesse modelo, os neutrofilos
apresentaram alta expressdo de arginase-1, INOS e producéo de IL-10, demonstrando
propriedades imunossupressoras. A deplecdo desses neutréfilos levou a exacerbagdo da
lesdo hepatica e aumento da resposta de células T efetoras. Entretanto, o tratamento de
camundongos com IL-33 aumentou o recrutamento de neutrdfilos para o figado,
diminuindo a les@o hepatica e limitando o acumulo de celulas T efetoras. Além disso, o
grupo demonstrou que a IL-33 induziu a expressdao de arginase-1 em neutrofilos,
induzindo-os para um perfil mais imunorregulador mediado pela producéo de IL-13 por
ILCs (Liang et al. 2018).

Outros trabalhos tém estudado a influéncia exercida pela IL-33 na polarizacao de
neutrofilos. Sun et al. 2018 demonstraram que neutrofilos estimulados por I1L-33
apresentam perfil de ativacdo distintos quando comparados com neutrofilos estimulados
com LPS. Os neutrofilos induzidos por IL-33 produziram seletivamente IL-4, IL-5, IL-9
e IL-13 e exibiram um perfil de expressao génica distintos de neutrofilos em repouso ou
estimulados com LPS. A producdo de citocinas por neutrofilos de pacientes com
hanseniase ndo foi determinada até o momento. No nosso trabalho, nossa estratégia para
caracterizar fenotipicamente neutréfilos induzidos por IL-33 foi avaliar a expressdo de
CD11b, CD49d, CD62L e CXCR2.

O CD11b é um membro da familia das integrinas e junto com CD18 forma o
receptor heterodimérico CR3 (receptor do complemento 3). O CD11b é expresso em
leucdcitos e funcionalmente esta envolvido no recrutamento dessas células para sitios

inflamatérios. O aumento da expressdo de CD11b tem sido relacionado ao status de
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ativacdo celular de diversos tipos celulares (Elghetany, 2002). A expressdo de CD11b foi
avaliada afim de determinar o status de ativacdo de neutrdfilos de pacientes PB e MB. A
expressao de CD11b em neutrdfilos de pacientes PB foi cerca de duas vezes maior quando
comparados com neutréfilos MB, sugerindo um status de ativacdo maior na hanseniase
PB e corroborando outros parametros de ativagdo ja vistos nesses pacientes.

Massena et al. 2015 identificaram uma subpopulagdo de neutrdfilos circulantes
com alta capacidade pré-angiogénica nos sitios de hipoxia induzida. Essa subpopulacao
foi caracterizada fenotipicamente pela alta expressao de CD49d, VEGFR1 e CXCR4 ¢ é
induzida especificamente pelo fator de crescimento endotelial vascular (do inglés,
Vascular endothelial growth factor A / VEGF-A). A capacidade pré-angiogénica de
neutrofilos vem sendo amplamente discutidas em modelo tumoral, onde essas células
apresentam perfil imunossupressor e pro-tumoral e contribuem para a progressao do
tumor (Fridlender et al. 2009). No nosso trabalho, demonstramos que a expressao de
CD49d foi maior nos neutréfilos de pacientes MB quando comparados a neutrofilos de
pacientes PB. De fato, a angiogénese esta presente em lesdes cutaneas de pacientes ao
longo do espectro clinico da hanseniase e 0 aumento da angiogénese foi correlacionado a
carga bacilar, onde pacientes MB apresentam maiores niveis de angiogénese na lesdo do
que pacientes PB (Bhandarkar et al. 2007, Soares et al. 2013).

A angiogénese é mais acentuada em lesdes de pacientes ENH (Soares et al. 2013),
porém, ainda ndo se sabe se neutrofilos estdo envolvidos na angiogénese presente na
hanseniase. Quando comparamos a expressao de CD49d em neutréfilos de pacientes MB
com e sem ENH notamos que durante a reacdo os neutrofilos circulantes apresentaram
niveis menores de CD49d. A nossa hipotese é que os neutrofilos com perfil pro-
angiogénico migraram para a lesdo e ndo estdo mais circulantes. Cabe ressaltar que
CD49d esta envolvido na adesdo celular (Elghetany, 2002), etapa necessaria para o
recrutamento de neutrofilos.

Uma série de trabalhos do grupo do Dr. Leo Koenderman descreveu o surgimento
de trés subpopulacdes de neutrofilos na circulacdo apds a injecdo intravenosa (i.v.) de
LPS em individuos saudaveis (Pillay et al. 2010B; Kamp et al. 2012, Pillay et al. 2012,
Leliefeld et al. 2018). Essas subpopulacbes foram caracterizadas fenotipicamente pela
expressio de CD16 e CD62L (CD16°9"/CD62LY™  CD16%Mm/CD62LPrian,
CD16P"9"Y/CD62LP" 9" e apresentaram caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas.
Em 2012, o grupo mostrou que a subpopulagio de neutréfilos CD16°9"/CD62L4™ exibiu

diminuicdo da capacidade de adesdo em monocamada de células endoteliais (Pillay et al.
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2012), além disso, essa subpopulagdo mostrou caracteristicas imunossupressoras sendo
capaz de inibir a resposta de células T in vitro (kamp et al. 2012). Por Gltimo, o grupo
mostrou que essa subpopulacdo exibiu capacidade reduzida em conter o crescimento
bacteriano in vitro (Leliefeld et al. 2018).

Diferente do que esperdvamos inicialmente, a expressdo de CD62L foi maior nos
neutréfilos de pacientes MB, mas isso pode estar associado a maior capacidade dos
neutréfilos de pacientes MB em migrarem para o sitio de lesdo na abertura do episodio
ENH, ja que o CD62L é uma L-selectina envolvida na etapa inicial de rolamento de
neutréfilos em células endoteliais (Elghetany, 2002). Entretanto, é importante lembrar
que para determinar um perfil de polarizacdo de neutrofilos é necessario associar a
caracterizacdo fenotipica associada a ensaios funcionais que serdo capazes de definir um
perfil de polarizacdo de neutréfilos na hanseniase.

O recrutamento de neutrofilos é fundamental para a defesa do hospedeiro contra
infeccbes e € mediado por uma rede de quimiocinas redundantes pertencentes
principalmente a familia CXC. Entre os membros da familia CXC encontra-se a IL-8,
ENA-78 (do inglés, epithelial cell-derived neutrophil activator), e os membros da
subfamilia GRO (GRO-a, GRO-B, ¢ GRO-y). Essas quimiocinas recrutam neutrofilos
através do engajamento de receptores CXCR1 e CXCR2. A IL-8 se liga com alta
afinidade tanto em CXCR1 quanto em CXCR2. A diminuicdo da expressdo desses
receptores prejudica a chegada de neutréfilos no sitio de lesdo/ inflamagdo (Cummings et
al. 1999, Han, 2014,). No nosso estudo ndo encontramos diferencas na expressdo génica
de CXCLS8, entretanto € necessario avaliar ndo somente outros ligantes de
CXCR1/CXCR2, assim como analisar a expressdo na pele de pacientes MB nao
reacionais.

Estudos demonstraram que durante a sepse a expressdo do CXCR2 ¢ regulada
negativamente em neutréfilos murino circulantes, diminuindo assim o recrutamento
dessas células para os sitios de infeccdo. Esse mecanismo foi mediado pela ativacdo de
TLR4 que levou a ativacdo intracelular de GRK2. O GRK2 é uma kinase que atua no
controle de receptores acoplados a proteina G (GPCRs). O bloqueio de TLR4 impediu a
internalizacdo do CXCR2 aumentando assim o influxo de neutrofilos para sitios
infecciosos (Alves-Filho et al. 2009). Um ano depois, 0 mesmo grupo descreveu que
assim como o bloqueio de TLR4, o tratamento de camundongos em sepse com a IL-33

foi capaz de bloquear os efeitos de GRK2 na internalizagdo do CXCR2 levando ao
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aumento da expressdao de CXCR2 em neutrofilos circulantes e culminando no influxo
dessas celulas para sitios infecciosos, atenuando a sepse (Alves-Filho et al. 2010).

Diferente do que imagindvamos, a expressdao de CXCR2 ndo foi diferente em
neutréfilos de pacientes PB e MB, indicando que os niveis elevados de IL-33 em pacientes
MB n&o interferiram na expressdo desse receptor no nosso modelo. Entretanto, quando
comparamos a expressdo desse receptor em neutrofilos de pacientes MB e ENH, os
neutréfilos MB tiveram a expressdo desse receptor 6 vezes maior do que em neutréfilos
ENH. Esse resultado pode indicar que o aumento da expressdo desse receptor em
neutrofilos de pacientes ENH tenha aumentado rapidamente o recrutamento dessas
células para os sitios de lesdo e tornado essas células indisponiveis no sangue periférico.
De fato, o infiltrado de neutr6filos em lesées ENH é um marco histolégico dessa condicao
e ndo é observado em lesdes de pacientes PB ou MB (Schmitz et al. 2016).

Nossos resultados corroboram com essa hipotese ja que de maneira geral, houve
aumento na expressdo ndo so de CXCR2 como também de CD62L, selectina envolvida
no rolamento e CD11b e CD49d, ambas integrinas envolvidas na adesdo celular em
neutrofilos de pacientes MB quando comparados a neutréfilos ENH indicando que células
com alta expressao dessas moléculas podem ter sido rapidamente recrutadas para o tecido
e se tornado indisponiveis no sangue periférico. Além disso, nds conseguimos relatar uma
subpopulacdo de neutréfilos CD62L+CD49d+ no sangue de pacientes com hanseniase,
essa subpopulacdo precisara ser caracterizada funcionalmente e morfoldégicamente para o
melhor entendimento da resposta de neutrdfilos na hanseniase antes e apds o episddio
reacional ENH.

Os resultados gerados nessa dissertacdo demostram que a I1L-33 pode ter um
possivel papel nas respostas imunes inatas (influenciando o perfil fenotipico de
neutrofilos) e na imunidade adaptativa (favorecendo uma resposta imune celular do tipo
2). Além disso, ndo podemos descartar uma influéncia direta de neutréfilos na polarizacao
dessa resposta imune celular, visto que estas células interagem com diversos tipos
celulares como células dendriticas e linfocitos. Os nossos achados podem ser replicados
em outros centros e em coortes maiores de forma a colocar a I1L-33 como um alvo
molecular para o desenvolvimento de testes diagndsticos e terapias alternativas para tratar

pacientes com hanseniase.
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6  Conclusdes

Nesse estudo, demonstramos que a IL-33 é ativamente produzida nas lesdes de
pele de pacientes com hanseniase assim como seu receptor ST-2. A expresséo da IL-33 e
do seu receptor foi maior nas lesdes de pele multibacilar quando comparada a lesdo
paucibacilar, sugerindo que a IL-33 pode estar envolvida na polarizacdo da resposta
imunologica do tipo 2 presente no polo MB da hanseniase. Além disso, demonstramos
que os niveis séricos de IL-33 presentes no soro de pacientes MB foram drasticamente
mais altos que nos pacientes PB. Essa diferenca foi tdo marcante que ambos os valores
de sensibilidade e especificidade foram de 100% nesse teste e apontou um ponto de corte
de 79.64 pg/mL de IL-33 capaz de diferenciar pacientes PB de MB.

Os niveis sericos de sST-2 ndo foram diferentes entre os diferentes grupos de
pacientes, entretanto a razdo entre 1L-33 e sST-2 revelou que pacientes MB e ENH
possuem IL-33 sistémica livre, sugerindo que esta poderia atuar em células do sistema
imunoldgico e influenciar a resposta imune durante a hanseniase.

Neutrofilos de pacientes hansenianos apresentaram perfil fenotipico distintos A
expressdo de CD11b foi maior em neutréfilos de pacientes PB quando comparados aos
MB. Por outro lado, neutréfilos MB apresentaram maior expressao de CD49d e CD62L.
A expressdo de CXCR2 foi similar entre neutrofilos PB e MB. Sugerimos o seguinte
fenotipo para neutréfilos PB CD16PV°CD11b2°CD49d™*°CDE2L X CXCR2PS!IVO ¢
para MB CD16P*"°CD11bP*°CD49d3"°CD62L 2" CXCR2PosItive,

A andlise da expressdo de CD11b, CD49d, CD62L e CXCR2 em neutrdfilos
circulantes de pacientes ENH revelou que estes apresentam niveis baixos desses
marcadores. Por fim, sugerimos que neutrofilos com perfil mais ativado migraram para
lesdo e por isso ndo foram detectados na circulacdo devido ao reconhecido envolvimento
dessas moléculas no recrutamento de neutréfilos para os sitios de injuria/inflamacéo.

A analise da expressdo de CXCL8 em lesdes de pele ENH antes e depois do
tratamento com talidomida revelou ndo haver diferencas ap6s tratamento, sugerindo que
outros ligantes de CXCR2 possam estar envolvidos no mecanismo quimiotatico de

neutrofilos para lesdes ENH.
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