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RESUMO

A hanseniase, causada pelo Mycobacterium leprae, apresenta diferentes quadros
clinicos que refletem o perfil de resposta imunoldgica do hospedeiro. As células
dendriticas (DCs) possuem um papel crucial na imunidade por induzirem o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, porém a interacdo do M. leprae com
estas células ainda é pouco entendida. Neste estudo buscamos contribuir para o
entendimento da geracdo da resposta imune especifica na hanseniase tendo como foco o
papel das DCs frente ao M. leprae. DCs foram diferenciadas in vitro a partir de
monocitos de pacientes tuberculdides e virchowianos, estimuladas com antigeno
sonicado do M. leprae e analisadas quanto a expressdo de marcadores de diferenciagéo e
maturacdo. A expressdo de genes de citocinas e receptores foi avaliada por gPCR.
Paralelamente, mondcitos de individuos saudaveis foram pré-incubados com o antigeno
sonicado do bacilo e submetidos a diferenciacdo em DCs e a avaliacdo dos marcadores
de superficie. A diferenciacdo de mondcitos em DCs foi similar entre pacientes e
controles saudaveis. A estimulacdo com o antigeno sonicado do M. leprae levou ao
aumento na expressao de CD40, CD80, CD86 e HLA-DR tanto nos pacientes
hansenianos como em individuos saudaveis. Entretato, este estimulo parece ser
insuficiente para a completa ativacdo das DCs uma vez que ndo resultou em aumento
significativo nos niveis de CD83. A analise da expressdo génica também demonstrou
estimulacdo parcial das DCs pelo M. leprae. A pré-incubacdo de mondcitos com o
antigeno sonicado do bacilo comprometeu o processo de diferenciacdo em DCs e a
maturacao destas. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o antigeno sonicado do
M. leprae prejudicou a diferenciacdo de mondcitos em DCs e desencadeou uma
ativacdo incompleta das DCs tanto em pacientes quanto em controles saudaveis o que

pode contribuir para os mecanismos de escape do bacilo.



ABSTRACT

Leprosy is caused by Mycobacterium leprae and characterized by distinct clinical
manifestations that reflect the immune response of the host. Dendritic cells (DCs) play a
crucial role in immunity inducing the development of adaptive immune response,
however the interaction of DCs with M. leprae is poorly understood. This study aims to
contribute to the understanding of the generation of specific immune response in
leprosy patients focusing on the role of DCs against the M. leprae. DCs were
differentiated in vitro from monocytes of lepromatous and tuberculoid patients,
stimulated with sonicated antigen of M. leprae and analyzed for the expression of
differentiation and maturation markers. The expression of mRNA to cytokines and
receptors was assessed by gqPCR. In parallel, monocytes from healthy controls were
preincubated with the sonicated antigen of M. leprae, differentiated into DCs and
evaluated in respect to the expression of surface markers. Differentiation of monocytes
into DCs was similar between patients and healthy controls. After stimulation with
sonicated antigen of M. leprae DCs from leprosy patients and healthy controls showed
increased expression of CD40, CD80, CD86 and HLA-DR but this stimulation seems to
be insufficient for complete activation of DCs since it was not observed an increase in
the level of CD83. The analysis of gene expression also showed partial stimulation of
DCs by M. leprae. The pre-incubation of monocytes with sonicated antigen of M.
leprae resulted in impairment in the differentiation into DCs and maturation. Altogether
our results suggest that the sonicated antigen of M. leprae impaired differentiation of
monocytes into DCs and triggered an incomplete activation of DCs both in patients and
healthy controls that may contribute among the mechanisms of escape used by M.

leprae.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hanseniase

Acredita-se que os primeiros documentos escritos sobre a hanseniase datam de
600 A.C. na india, no entanto, outros relatos de 1.400 A.C. parecem fazer referéncias a
doenca, mas ainda sem confirmacdo. Posteriormente, ha citacdes chinesas de cerca de
500 A.C. mencionando caracteristicas classicas da hanseniase. E provavel que a doenca
tenha se espalhado para o Oriente Médio e locais proximos a Grécia por comerciantes e
exércitos. Tropas de Alexandre, 0 Grande durante a campanha na india entre 327-325
A.C. podem ter contribuido para sua disseminacdo. Sabe-se que a expansdo da
hanseniase ocorreu durante as conquistas romanas, atingindo principalmente as areas da
bacia do Mediterraneo e o ocidente da Europa, sendo intensificada posteriormente pelas
cruzadas. Ndo se sabe ao certo como ocorreu o declinio da doenca durante a Idade
Média; algumas hipdteses foram levantadas, como o aumento da qualidade de vida ou a
grande devastacdo causada pela peste negra que eliminou grande parte da populagéo na
época ou ainda o aumento de nimeros de casos de tuberculose, que pode ter acarretado
uma resposta imunologica cruzada. Com o avanco da colonizagdo europeia e a venda de
escravos a doenca se disseminou para varios locais, incluindo a Africa ocidental e todo
o hemisfério ocidental, entre outros (1,2).

A hanseniase é causada pelo Mycobacterium leprae e afeta principalmente os
nervos periféricos e a pele. A doenca quando ndo tratada pode levar a complicaces do
quadro clinico trazendo problemas ndo somente fisicos, mas também no vinculo
familiar e social (3-5).

O M. leprae pertence ao género Mycobacterium do filo das Actinobactérias, do
qual também fazem parte 0 Mycobacterium tuberculosis e Mycobaterium avium, entre

outras. O bacilo ndo é virulento e possui uma baixa taxa de multiplicacéo,



aproximadamente uma divisdo a cada 13 dias (1,5). Trata-se de um patdgeno
intracelular obrigatério que possui tropismo por células de Schwann, pertencentes ao
sistema nervoso periférico, 0 que acarreta 0 comprometimento de nervos distais no
curso da doenca e desmielinizacdo. Estudos demonstram que a ligacdo molecular entre
0 M. leprae e as células de Schwann é especifica, uma vez que envolve componentes da
parede celular encontrados exclusivamente nesse bacilo (3).

Apesar de inumeros testes terem sido realizados, ndo foi possivel a cultura do M.
leprae in vitro, o que dificulta a obtencdo de grandes quantidades deste para o estudo da
doenca. Dezenas de modelos animais foram avaliados na busca de alternativas para o
cultivo do bacilo, mas somente em 1960, Shepard demonstrou a multiplicacdo bacilar
em coxim plantar de camundongos, o que abriu novas portas para 0 avango no
entendimento da doenca (4). O M. leprae foi encontrado em tatus nos Estados Unidos e
em trés espécies de primatas, porém esses achados ndo sao significantes quando levada
em consideracdo a disseminacao da doenca em humanos (1).

O mecanismo exato de transmissao da doenca ainda ndo é conhecido. Pressupde-
se que o contagio se dé pelas vias aéreas, uma vez que aproximadamente cerca de 10
milhGes de bacilos integros podem ser ali encontrados na forma virchowiana da doenca.
Além disso, o bacilo é capaz de sobreviver até 24 horas fora do organismo em goticulas
da secrecdo nasal, o que evidencia esta hipdtese de transmissdo (1). E sabido que
somente o convivio prolongado com pacientes contendo grandes cargas bacilares pode
acarretar o desenvolvimento da doenca e aproximadamente 95% das pessoas possuem
resisténcia natural apds exposicdo ao bacilo, evidenciando o componente genético da
susceptibilidade a doenca (1,5).

Fatores genéticos ja eram citados antes mesmo da descoberta do agente causador

da doenca e vém sendo analisados ao longo do tempo em diferentes estudos. Entretanto,



devido a complexidade da interacdo patdgeno-hospedeiro, conformacdo poligénica,
amplo espectro de manifestagdes clinicas e ocorréncia da hanseniase em diferentes
partes do mundo, uma resposta certa e definitiva no que se diz respeito a suscetibilidade
genética ainda n&o é possivel (6).

O padrdo ouro no diagndstico da hanseniase é a bidpsia da lesdo de pele que
requer um patologista experiente para o diagnostico diferencial de tuberculose cuténea,
sarcoidose, granuloma anular e outras micobacterioses (4).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde o numero de casos de hanseniase vem
caindo ao longo do tempo, mas muitos individuos continuam sendo infectados
anualmente. Em 2012, foram registrados 232.857 casos novos no mundo. No Brasil,
33.303 casos novos foram notificados neste ano, o que coloca o pais em segundo lugar
em nimero de doentes, ficando atras apenas da india que registrou um total de 134.752
casos novos no mesmo periodo (7). A queda no numero de casos alcangada no seculo
passado deve-se principalmente a melhoria no tratamento da doenca.

O tratamento da hanseniase foi feito inicialmente com 6leo de chaulmoogra,
retirado de uma planta nativa da India, Hydnocar pus wightiana. O uso do 6leo manteve-
se unanime até 1941, quando no Leprosario Nacional em Carville EUA, Guy Faget usou
a dapsona em pacientes hansenianos. O uso deste medicamento trouxe muitas mudangas
e simplificou o tratamento da hanseniase. A partir de 1960 comecaram a surgir casos de
resisténcia a droga e a monoterapia com dapsona foi considerada ndo mais eficaz contra
a doenca (8).

Em meados dos anos 1960 e 1970, foram descobertas varias drogas para o
tratamento da hanseniase, entre elas a clofazimina e a rifampicina, e em 1981 a
Organizacdo Mundial de Salde, adotou um regime de multidrogas em substituicdo a

monoterapia com dapsona, o qual persiste até os dias atuais. As drogas que compdem 0



tratamento variam de acordo com a forma clinica: pacientes multibacilares recebem
rifampicina, clofazimina e dapsona enquanto os paucibacilares somente rifampicina e
dapsona. Com base nos bons resultados obtidos com o uso da poliquimioterapia, em
1991, a Assembleia Mundial de Saude propds uma resolucdo para a eliminacdo da
hanseniase como problema de satde publica até o ano de 2000, cujo conceito entende-se
por prevaléncia de menos de um caso por 10.000 habitantes (1,8,9).

A hanseniase possui um amplo espectro de manifestacfes clinicas que refletem
padrdes distintos de resposta imunolédgica do hospedeiro ao bacilo. Ridley e Jopling
(20), propuseram um modelo de classificagdo para a doenga que consiste em 5 grupos,
levando em consideracdo a resposta imunoldgica frente a doenca, o qual é bastante
utilizado até os dias atuais. Les6es muito recentes com poucos bacilos e inclassificaveis
sdo chamadas indeterminadas enquanto as demais formas clinicas sao classificadas em 2
polos estaveis e 3 formas intermediarias.

No polo tuberculdide identificam-se poucas lesdes, bem demarcadas e a biopsia
apresenta-se como uma inflamacdo granulomatosa bem desenvolvida com resposta
imune muito acentuada, os bacilos sdo raros e o comprometimento dos nervos €
frequente devido a intensa resposta imune celular (4,11). O desfecho da doenca neste
polo pode ser a cura espontanea, ja que o hospedeiro responde imunologicamente de
maneira efetiva contra o bacilo, porém é comum o encontro de sequelas mais precoces
nesses pacientes, como a chamada “mao em garra”, que ocorre devido a destrui¢do dos
nervos pela resposta imune do individuo contra o bacilo (12).

Antagonicamente, o polo virchowiano é caracterizado por um grande nimero de
infiltrados baciliferos no hospedeiro e resposta imune predominantemente humoral, a

qual ndo é efetiva contra 0 M. leprae devido ao seu carater intracelular. Notam-se neste



polo da doenca numerosas lesGes nodulares sem delimitacéo clara e a bidpsia revela um
grande numero de bacilos e formag&o de microcol6nias.

A forma clinica intermediaria é conhecida como dimorfa e caracterizada por
instabilidade imunoldgica e episddios reacionais. Manifestagdes clinicas de outras
formas da doenga podem ser observadas nestes pacientes que apresentam alta carga
bacilar, lesdes na pele e nervos e titulos elevados de anticorpos. Usualmente sdo
encontradas muitas manchas ou mesmo placas eritematosas; o comprometimento neural
é frequente e precoce e pode resultar em incapacidades fisicas (13,14). A histologia
difere de outras formas pelo fato do bacilo ser encontrado na derme e também nos
nervos, existe ainda uma zona de Grenz bem definida e os granulomas sdo na maioria
compostos por células epitelidides com alguns linfécitos e sem células gigantes (12). Ha
ainda os subgrupos borderline tubercul6ide (BT) e borderline virchowiano (BL), cuja
distingéo se baseia no aumento do nimero de bacilos nos granulomas e ramos nervosos,
indiferenciacdo progressiva dos macrofagos e diminuicdo do numero de linfdcitos
presentes nas lesdes. O grupo borderline borderline (BB) apresenta lesées com tamanho
e numero intermedidrios na forma de placas eritematosas irregulares com bordas
exteriores indefinidas e centro ovalado e hipopigmentado com anestesia moderada. A
baciloscopia resulta normalmente em 3+ ou 4+ (10,15).

Além do espectro clinico da hanseniase, compde ainda a doenca, em muitos
casos, 0s estados reacionais que podem ocorrer em qualquer fase da doenca até mesmo
apos sua cura baciloscopica. Os estados reacionais incluem duas categorias: as reacoes
tipo 1 ou reacOes reversas (RR) e as reacdes tipo 2, mais conhecidas como eritema
nodoso hansénico (ENL). A reacdo tipo 1 acomete principalmente pacientes
paucibacilares (TT, BT), mas pode afetar também multibacilares (BB e BL) e se deve,

possivelmente, a resposta imune celular exacerbada frente aos antigenos do M. leprae,



podendo indicar intensa liberacdo de antigenos no organismo. Esse tipo de reacdo dura
algumas semanas e pode acarretar danos neurolégicos, ocorrendo neuropatia sensitiva e
motora. A reacdo tipo 2 ocorre em pacientes multibacilares (BB, BL, LL) e €
caracterizada pelo aparecimento répido e abrupto de lesGes eritematosas que podem
surgir mesmo sem a preexisténcia de lesdes. Também caracteristico dessa reacdo é a
inflamagdo sistémica, pode ainda haver o comprometimento de outros 6rgdos além de
pele e nervos, como por exemplo, linfonodos, figado, baco, testiculos, olhos,

articulagdes entre outros (15).

1.2. A resposta imunoldgica

O sistema imune €é responsavel pela protecdo do organismo, combatendo
possiveis agentes agressores e buscando sempre o equilibrio. Compondo a primeira
linha de defesa, encontra-se a imunidade inata, da qual fazem parte as barreiras fisicas,
quimicas, bioldgicas, células especializadas e moléculas soltveis (16,17).

Quando um agente infeccioso rompe as barreiras fisicas de protecdo, faz-se
necessaria a ativacdo de mecanismos que desencadeiam os processos imunoldgicos. O
reconhecimento de diferentes patdgenos ocorre por meio de moléculas presentes na
superficie destes, as quais constituem os chamados padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPS); este reconhecimento apresenta baixa especificidade, uma vez que
0s PAMPs estdo presentes em diversos patdgenos. Alguns exemplos de PAMPs séo:
lipopolissacarideos, manose e acido teicoico (16).

Os PAMPs sdo reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs)
presentes nas células do hospedeiro, dos quais fazem parte diversos receptores, entre
eles, os receptores do tipo Toll (TLRs), presentes principalmente em macréfagos,

células dendriticas (DCs) e neutréfilos. As funcdes dos PRRs incluem: opsonizacéo,



fagocitose, ativagdo de sinais pro-inflamatérios e inducdo de apoptose, entre outras.
Esses receptores sdo codificados pelo DNA germinativo o que resulta num repertério
limitado em comparacdo com os receptores especificos dos linfocitos T e B,
componentes da imunidade adaptativa que empregam rearranjo somatico de genes para
gerar uma grande diversidade de receptores (18,19).

A imunidade adaptativa opera em conjunto com a imunidade inata para a
destruicdo de patdgenos e se desenvolve pela repeticdo de estimulos por diversos
antigenos, sendo subdividida em duas linhas principais: a imunidade humoral, cuja
principal célula atuante é o linfocito B, responsavel pela producdo de anticorpos
caracteristicos deste tipo de resposta; e a imunidade mediada por células que combate
microrganismos intracelulares e possui um papel importante na ativacdo de fagécitos;
sendo o linfdcito T a célula mais atuante neste tipo de resposta (17).

A interacdo dos linfécitos T com outras células se faz necessaria para a ativagédo
da resposta imune, e € iniciada pela apresentacdo de antigenos ligados a proteinas
especializadas chamadas moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). Este complexo ¢é divido em trés classes segundo seu locus génico no
cromossomo 6p21: os genes de classe | incluem HLA A, B e C; os genes da classe 1l
abrangem o HLA-DR, DP e DQ; e a classe Il compreende genes codificantes de
proteinas do sistema complemento, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) entre outros.
As moléculas de MHC de classe I, encontradas em todas as células nucleadas,
apresentam antigenos proprios para os linfocitos T CD8", que promovem a destruicio
destas celulas apds o reconhecimento antigénico. Por outro lado, as moléculas de MHC
de classe Il sdo expressas em DCs, macrofagos e linfocitos B, e estdo envolvidas na
apresentacio de antigenos aos linfocitos T CD4" auxiliares que estimulam o

desenvolvimento de respostas imunes especificas cujos mecanismos efetores incluem



ativacdo de macrofagos, para destruicdo de patdgenos fagocitados, e de linfocitos B para
producdo de anticorpos contra microrganismos extracelulares. E sabido que a regido
génica do HLA é a mais polimérfica do genoma, por isso existem inimeros estudos de
associacao genética dessa regido em diversas patologias (16,20-22).

Os linfécitos T CD4" auxiliares (Th) sdo responsaveis por direcionar os diversos
tipos de resposta imune e orquestrar a destruicdo de diferentes patdgenos por outras
células; sdo subdivididos de acordo com sua funcdo e pelo tipo de resposta que
desencadeiam. Quando ocorre a apresentagdo de antigenos por uma célula
apresentadora de antigeno (APC) a um linfdcito virgem ou naive este é chamado de
linfocito T auxiliar tipo 0 (Th0), pois ainda ndo sofreu diferenciacdo. Apds esta
apresentacdo ele pode se diferenciar para os perfis padréo tipo 1 (Thl) e padrdo tipo 2
(Th2) ou outro dos subtipos identificados mais recentemente como Thl7, Th9 e Th22;
esses subtipos de linfocitos T CD4" sdo morfologicamente indistinguiveis, porém
apresentam padrdes distintos de producédo de citocinas e, consequentemente, diferentes
respostas efetoras (23).

Linfocitos Thl produzem a interleucina 2 (IL-2), responsavel pela indugédo da
proliferacdo de linfocitos T em geral e estimulacdo da citotoxidade por linfécitos T
CD8". Outra citocina caracteristica desta subpopulagio ¢ o interferon gamma (IFN-y)
que induz a ativacdo de macrofagos para a destruicdo de patogenos intracelulares, como
micobactérias, fungos e protozoarios e também é capaz de promover a ativacdo das
células matadoras naturais ou natural Killers (NK). A interleucina 12 (IL-12) produzida
por DCs, assim como macrofagos estimulados por IFN-y, age diretamente na inducdo da
resposta Thl além de estimular a producdo do proprio IFN-y pelos linfécitos T. A

resposta do tipo Thl € essencial para o controle da replicacdo e destruicdo dos



patdgenos, entretanto pode contribuir para doencgas autoimunes como artrite reumatoide
e esclerose multipla (23-25).

Linfécitos Th2 estdo envolvidos nas respostas imunes humorais, e produzem
varias citocinas, entre elas a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6
(IL-6) e interleucina 10 (IL-10), as quais favorecem a producdo de anticorpos pelos
linfocitos B e participam das respostas alérgicas e imunidade em infeccGes por

helmintos, além de suprimirem respostas do tipo Thl (24).

1.3. Células Dentriticas (DCs)

As DCs foram citadas pela primeira vez em 1868 por Paul Langerhans; sendo
nesta época denominadas células de Langerhans e classificadas como células nervosas
cutaneas. Somente em 1973, Steinman e Cohn (26), observando células no baco de
camundongos criaram a terminologia “Células Dendriticas” devido a sua morfologia
caracteristica desta populacdo de células (27).

A partir da década de 90, o estudo das DCs sofreu um grande avanco e varias
combinagOes de citocinas foram avaliadas para diferenciacdo in vitro destas células,
entre elas: fator estimulador de coldnias de granuldcitos e monocitos (GM-CSF), TNF-
a, IL-4, fator de célula-tronco (SCF), fator de crescimento e transformacéo beta (TGF-
B), interleucina 3 (IL-3) e ligante do FIt3 (FIt3L) (28). Atualmente o modelo mais
amplamente utilizado para a diferenciacdo in vitro das DCs é baseado na combinacdo de
GM-CSF e IL-4 (29).

As DCs estdo espalhadas estrategicamente em locais mais vulneraveis a invasao
por patdgenos, uma vez que sdo as mais especializadas APCs, capturando estes e
promovendo a apresentacdo de seus antigenos, fazendo assim a ligacdo entre a

imunidade inata e adaptativa (30). A classificacdo das DCs pode ser feita de varias
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maneiras considerando-se origem, localizagdo, fungdo, bem como marcadores de
superficie, o que demonstra a complexidade e dificuldade em categoriza-las.

Quanto a origem das DCs, é sabido que células-tronco hematopoiéticas
diferenciam-se em 2 populagdes: os progenitores de granuldcitos-macréfagos (GMPs) e
os progenitores multi-linféides (MLPs). Os GMPs originam mondcitos, macrofagos,
megacariocitos, granulécitos e eritrocitos enquanto os MLPs originam linfécitos B,
linfocitos T e células NK (31). O chamado precursor de macrofagos, monécitos e DCs
(MDP) ¢ derivado dos progenitores de granuldcitos-macrofagos; acredita-se que este
precursor gere posteriormente um progenitor exclusivo de DCs chamado de progenitor
comum de DCs (CDP). Doulatov et al. (32), entretanto, demonstraram que 0os MLPs
humanos além de originarem células de origem linf6ide, podem originar também células
mieldides, como, DCs e macrdfagos; foi visto ainda neste estudo que a ativacdo pelo
LPS via TLR4 promove a diferenciacdo dos progenitores multi-linfoides em DCs.

Ha ainda a classificacdo das DCs como convencionais e ndo convencionais.
Fazem parte das convencionais: (i) DCs migratdrias, que se localizam em diferentes
tecidos e 6rgéo e capturam antigenos migrando para os orgaos linféides proximos para a
apresentacdo antigénica e (ii) DCs linfdides, que por sua vez, se localizam nos 6rgaos
linféides como baco e timo e linfonodos e ndo possuem a capacidade migratdria. No
grupo das DCs ndo convencionais estdo as DCs plasmocitoides, que produzem altos
niveis de IFN do tipo 1 em resposta a infec¢des virais e as DCs derivadas de mondcitos
invitro (33).

Quanto a interacdo entre linfocitos T e DCs, duas possibilidades tém sido
propostas: (i) a existéncia de uma subpopulacdo de DCs regulatérias especializadas na

inducdo de tolerancia - existem evidéncias para tal, mas sem um consenso, e (ii) 0
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estagio de maturacdo ou ativacdo das DCs determina a capacidade desta em ativar o
sistema imune ou induzir tolerancia (34).

Além da apresentacdo de antigenos, as APCs possuem outras funcoes
importantes na ativacdo de linfécitos T que correspondem a co-estimulacdo e a
producdo de diferentes citocinas. Neste contexto, o primeiro sinal durante a interacao
das DCs com os linfdcitos T € o reconhecimento do peptideo antigénico ligado ao MHC
pelo receptor de célula T; paralelamente ocorre a co-estimulacdo dada pela ligacdo de
moléculas de superficie presentes nas DCs a receptores especificos encontrados nos
linfocitos T, o que é fundamental para ativacdo destes. Ocorre entdo a producdo de
citocinas a qual é necessaria para a resposta completa; a producdo ou a falta de
producéo da IL-12, por exemplo, é o sinal final para a diferenciacao dos linfécitos T em

Thl ou Th2, respectivamente (28,35,36).

1.4. Moleculas envolvidas no reconhecimento de patogenos e ativacdo de
linfocitos por DCs

Devido a expressdo diferencial de moléculas, que podem participar do
reconhecimento de patdgenos e ativacédo de linfécitos, ao longo dos estagios de vida das
DCs, o estudo destas moléculas permite analisar caracteristicas importantes como nivel
de diferenciacdo, maturacdo, eficiéncia na apresentacdo de antigenos, capacidade de
ativacdo de linfocitos T, entre outras (37).

A molécula CD1a é um marcador das DCs e atua na apresentacdo de antigenos
aos linfécitos T. Enquanto a apresentacdo de peptideos é feita pelas moléculas do MHC
de classe Il, CD1a é responsavel pela apresentacdo de lipideos aos linfocitos T. De
acordo com Manolova et al. (45), ap6s a producdo e montagem de CD1a no reticulo

endoplasmatico ocorre a migracdo desta para a membrana plasmatica associada a
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ligantes lipidicos, chaperones ou vazia. Na membrana plasmatica a molécula esta pronta
para a troca dos lipidios por outros presentes no meio extracelular, dependendo da
afinidade e concentracdo, 0s quais podem ser do prdprio organismo, presentes
normalmente na linfa, ou oriundos de fontes exdgenas, como microrganismos. A
ligacdo de lipideos exdgenos a molécula CD1a promove sua estabilizagdo e prolonga
sua permanéncia na membrana plasmatica. Na auséncia de ligantes a molécula pode ser
internalizada e degradada. Algumas funcbes da molécula CDl1a foram propostas em
conjunto com os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR-y). DCs
imaturas CD1a-PPAR-y+ possuem maior capacidade de internalizagdo em comparagio
com as CDla+PPAR-y- e também produzem niveis mais altos de 1L-10. A populacdo de
CDla+PPAR-y-, por outro lado, possui perfis de producéo de citocinas e quimiocinas
diferentes, como maior producéo de IL-12p70 (46).

Importantes moléculas para adesdo celular sdo as moléculas conhecidas como
CD11/CD18. Estas consistem em quatro B2 integrinas presentes na superficie celular:
CDl11a, CD11b, CD11c e CD11d, as quais sdo expressas somente nos leucocitos. A
molécula CD11c/CD18 é encontrada em células mieldides, DCs, células NK e
populacdes de linfocitos T e B ativados e aparentemente é importante na mediacao de
alguns tipos de interagdes com o0s monocitos. Nas células de origem mieldide a
molécula CD11c apresenta importantes funcdes, entre elas, ligagdo ao iC3b,
quimiotaxia, distribuicdo e migracdo, adesdo ao endotélio e citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (38-40). O aumento da expressdo de CD11c/CD18 em
leucdcitos circulantes ocorre em varias reacdes inflamatorias associadas a ativacdo de
neutrofilos, como em pacientes com queimaduras, sepse, hemodialise, lUpus eritematoso
sistémico e diabetes mellitus. In vivo, a expressdo de CD11lc pode ser usada para a

distingdo de DCs imaturas de DCs maduras, células imaturas CD11c negativas sdo
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precursores derivados da medula dssea que posteriormente se transformardo em DCs
teciduais como, por exemplo, as células de Langerhans e DCs CD11 positivas séo
derivadas dos tecidos ja ativadas que se dirigem aos linfonodos para estimulacdo de
linfocitos T (41).

Algumas moléculas expressas pelas DCs participam do reconhecimento de
patdgenos, como L-SIGN, DC-SIGN e Dectina-1, as quais séo lectinas do tipo C. A
molécula DC-SIGN atua como o principal receptor para o bacilo M. tuberculosis em
humanos e é exclusivamente expressa em DCs maduras e imaturas, ndo sendo
encontrada em monacitos, linfocitos T, linfdcitos B, timdcitos, e células da medula
Ossea CD34". Estudos demonstram que DC-SIGN atua como um receptor de
reconhecimento padréo e receptor de adesdo das DCs, e é importante para a migracao,
resposta inflamatdria, ativacdo de linfocitos T, iniciacdo da resposta imune, bem como
para o escape de patdgenos e tumores (47).

A molécula L-SIGN ¢é homologa a DC-SIGN e se liga a glicanas contendo
manose. Apesar da grande semelhanca entre estas duas moléculas, algumas diferencas
sdo encontradas: L-SIGN, ao contrario de DC-SIGN, ndo se liga ao antigeno de Lewis”,
devido a variacdo de um unico aminoacido e € expressa em celulas endoteliais do figado
e linfonodos. Inicialmente foi pensado que esta molécula ndo era expressa por DCs in
vivo ou em DCs derivadas de mondcitos em cultura, porém ja existem relatos de
expressao em DCs diferenciadas a partir de mondcitos e o reconhecimento de
componentes micobacterianos por L-SIGN também ja foi descrito (48,49). A ativagédo
do L-SIGN pode induzir respostas imunossupressoras e contribuir para uma possivel
tolerogenicidade (50).

A molécula Dectina-1 reconhece B-glucanas encontradas em grande quantidade

na parede de Candida albicans, por exemplo. Outros fungos também sdo reconhecidos
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pela Dectina-1, entre eles, Aspergillus fumigatus, Pneumocystis carinii, Coccidiodes
posadasii, Microsporum audouinii, e Trycophyton rubrum. Estudos de mRNA
revelaram que tanto a Dectina-1 quanto a Dectina-2 sdo expressas em altos niveis por
DCs da linhagem XS e por DCs derivadas da medula éssea (51). Um estudo relatou que
camundongos nocautes para este gene se mostraram altamente susceptiveis a
C. albicans e os macrofagos destes animais apresentaram um comprometimento no
reconhecimento de B-Glucana e decréscimo na producdo de TNF-a, porém mantiveram
normais as respostas dependentes de TLRs (52). Outro estudo, entretanto, demonstrou
que DCs com deficiéncia na expressdo de Dectina-1 tiveram comprometimento na
indugdo da expressdo de citocinas por B-Glucana, mas responderam normalmente ao
zimosan; foi visto ainda que os macréfagos deficientes para Dectina-1 ndo apresentaram
nenhum prejuizo no reconhecimento de C. albicans viva, nem demonstraram
susceptibilidade aumentada a este fungo (53). Em relacdo as micobacterias, ja foi
demonstrado que o M. tuberculosis interage com a Dectina-1 presente nas DCs e essa
ligacdo promove a producdo de IL-1, IL-6, interleucina 23 (IL-23) e TNF-a. Além
disso, tal ligacdo resulta na ativacdo das DCs para inducdo do perfil Th17 com alto
potencial inflamatorio (54,55).

A molécula CD83 ¢ uma glicoproteina de 45-kD membro da superfamilia das
imunoglobulinas, expressa predominantemente na superficie de DCs, incluindo as
células de Langerhans e células reticulares interdigitantes, presentes nas zonas dos
linfocitos T nos dérgéos linfoides. Embora a funcdo do CD83 ainda seja discutida, sua
estrutura similar a outros membros da superfamilia das imunoglobulinas aliada a seu
padrdo de expressdo que apresenta aumento em conjunto com moléculas co-
estimulatorias, como CD80 e CD86, sugere um importante papel do CD83 na

apresentacio de antigenos e na interacio celular. Foi visto que células CD83"
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expressam niveis maiores de moléculas de MHC de classe Il, alem disso, demonstram
maior capacidade estimulatéria comparadas a células mononucleares totais, linfocitos B
e T, células NK e mondcitos em reacfes mistas de linfocitos (MLR) alogénicas (42).
Aerts-Toegaert et al. (43), relataram que a inibicdo de CD83 reduz a capacidade de
estimulacdo de linfécitos T alogénicos e as DCs com baixa expressdo de CD83 tem
menor capacidade de induzir os linfocitos T a produzirem IFN-y antigeno-especifico.
De acordo com Lechmann et al. (44), a interferéncia na translocacdo do mRNA que
codifica a CD83 e a inibicdo da sintese da proteina em si, diminuem a capacidade
estimulatdria das DCs frente aos linfocitos. Atualmente, a molécula CD83 é considerada
0 melhor marcador de ativagdo e maturagéo das DCs (45).

As moléculas co-estimulatérias expressas pelas DCs sdo divididas em duas
familias: a familia B7/CD28, que inclui CD80 e CD86, e as proteinas da familia do
receptor do fator de necrose tumoral (TNFR). O CD40, membro da familia TNFR, é
encontrado em APCs e outros tipos celulares e induz a manutencéo de niveis altos de
MHC nas DCs assim como aumento de moléculas co-estimulatorias, como o CD80 e
CD86, além de estimular a diferenciagdo morfoldgica das DCs e a producdo da IL-
12p70 (46).

Os receptores CD80/CD86, induzidos nas DCs e outras APCs apds estimulo,
possuem dois ligantes diferentes nos linfocitos T CD4": 0 CD28 e 0 CTLA-4, sendo que
a ligacdo ao CD28 é considerada como o sinal co-estimulatério mais forte para as
APCs. A ligacdo dos receptores CD80/CD86 induz a producédo de IL-6 e TNF-a pelas
DCs, assim como a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B, além disso,
essa ligacdo é essencial para evitar a apoptose dos linfocitos T (47,48).

Os receptores Toll (TLRs) fazem parte da imunidade inata e sdo de extrema

importancia frentes aos agentes infecciosos, constituindo uma familia com capacidade
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de reconhecer os PAMPs (49). Os TLRs possuem 11 diferentes conformacdes, e séo
numerados de TLR1 até TLR11; normalmente sdo encontrados na membrana
plasmatica, porém os receptores TLR3, TLR7, TLR8 e o TLR9, reconhecem seus
ligantes em compartimentos intracelulares (50). Entre os TLRs encontrados em
humanos TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 e o TLR9 estdo envolvidos no
reconhecimento de componentes bacterianos (51), em particular o TLR2 est& envolvido
na resposta imune inata a componentes da parede celular do M. leprae (52).

A interleucina 15 (IL-15) possui fungdes semelhantes a IL-2, que incluem
estimulacdo de células NK e linfécitos T, proliferacdo de linfocitos B, secrecdo de
citocinas, producdo de anticorpos, estimulacdo de fagdcitos, manutencéo de mastocitos,
regulacdo da migracdo de linfécitos T ativados ou de memoria, entre outras. Foi descrito
que DCs estimuladas com antigenos bacterianos, IFN-y ou o ligante do CD40 produzem
IL-15 e este efeito foi correlacionado com a habilidade estimulatoria das DCs. Também
foi demonstrado que DCs incubadas com IL-15 expressam altos niveis de proteinas da
familia Bcl-2 e apresentam aumento na resisténcia a apoptose (53,54). Foi observado
ainda que a interacdo da IL15 com o seu receptor em DCs é importante para a
maturacao funcional destas a qual leva a producéo de IL-12 (55).

Uma citocina de grande importancia para a interacdo de DCs com linfécitos é o
fator de necrose tumoral (TNF), uma citocina presente nas respostas do tipo Thil,
responsavel por respostas inflamatdrias e que pode promover a proliferacdo de células
da medula dssea e sua diferenciacdo em DCs. Além disso, a producdo de TNF pelas
DCs leva a ativacdo e proliferacdo dos linfocitos T (56).

Outra citocina importante junto as DCs € o TGF-B1, pertencente a familia TGF-3
e que possui trés isoformas: TGF- B1, 2 ¢ 3. As trés isoformas sinalizam pelo mesmo

receptor de superficie e possuem alvos celulares semelhantes. Seus efeitos recaem sobre
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varias células do sistema imune, entre elas os linfdcitos, macréfagos e DCs, e sua agao
nessas células depende ndo somente do tipo celular e do seu estado de diferenciacao,
mas também das citocinas encontradas no meio, sugerindo, portanto, que perturbacdes
no balanco de citocinas afetam a acdo do TGF-B contribuindo para a instalacdo de
doencas. O TGF-B é conhecido pelo seu papel no crescimento e diferenciacdo em
células epiteliais, e no processo de carcinogénese, e €, possivelmente, uma das citocinas
mais pleiotrépicas sendo produzida por uma ampla variedade de células e com um
amplo campo de agdo englobando os mais variados tipos celulares e atuando no
crescimento e diferenciacdo celular, assim como na atividade génica. A importancia do
TGF-B no desenvolvimento das DCs foi enfatizada em estudos demonstrando que ele
melhora a viabilidade celular. Em camundongos nocautes para TGF-$ foi observada a
completa falta de células de Langerhans, além de ativacdo generalizada de diversas
populacdes celulares envolvidas na resposta imune, bem como o desenvolvimento de

inflamacéo tecidual (57).

1.5. Resposta Imune na Hanseniase

Nos pacientes do polo tubercul6ide, linfécitos T CD4+ produzem citocinas do
perfil Thl, incluindo o IFN-y, responsavel por estimular a ativacdo de macrofagos
levando a producdo de agentes microbicidas derivados de oxigénio e nitrogénio e
aumento na expressao das moléculas HLA-DR. O IFN-y também estimula a expressdo
da molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), que promove a interacao célula-célula e
da IL-2, responsavel pela expansdo clonal de linfocitos T antigenos-especificos. A
interleucina-12 (IL-12), produzida por macréfagos e DCs, estimula a diferenciacéo de
subpopulaces de linfocitos Thl (11), especializados na destruicdo de patdgenos

intracelulares como o M. leprae através da resposta imunoldgica mediada por células.
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Por outro lado, pacientes virchowianos apresentam predominantemente
linfocitos T auxiliares que produzem citocinas do perfil Th2, entre elas a IL-4,
responsavel pela producdo de anticorpos, ativacao de linfécitos B, inibicdo da ativacao
de macrofagos, aumento de anticorpos contra glicolipidios do bacilo e proliferacdo de
linfocitos do perfil Th2. Outra citocina caracteristica deste pdlo é a IL-10, que possui
um papel supressivo, por inibir a proliferacéo de linfocitos T de perfil Thl e a liberacéo
de citocinas que induzem respostas antimicrobianas (10,11).

A forma BT da hanseniase apresenta raros bacilos e imunidade relativamente
alta com presenca de células gigantes tipo Langhans, enquanto a forma BL apresenta
granuloma com macrdfagos indiferenciados, grande taxa de infiltracdo bacilar, e se
difere da forma polar LL pela presenca de infiltrados linfocitarios em algumas areas. A
histologia demonstra presenca de células epitelidides difusas no granuloma, linfécitos

podem estar ou ndo presentes, e se presentes eles estdo difusos.

1.6. DCs e hanseniase

Poucos estudos na literatura tem avaliado a interacdo das DCs com o M. leprae.
A especificidade de DC-SIGN frente ao M. leprae foi demonstrada (58). Um estudo
demonstrou que DC-SIGN é um importante receptor para as micobactérias que
expressam lipoarabinomanana contendo manose (Man-LAM) como o M. tuberculosis e
Mycobacterium bovis. Essas micobactérias se ligam ao DC-SIGN via Man-LAM
bloqueando a maturacdo das células infectadas e induzindo a producdo de IL-10, que
possui atividade imunossupressora, sugerindo que as micobactérias podem usar o DC-
SIGN como um mecanismo de escape imunologico e de supressao celular o que pode

contribuir para a instalacdo da doenca e sobrevivéncia do patdgeno (59).
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Em relacdo a expressdo do TLR2, foi demonstrado que niveis similares deste
receptor foram encontrados em mondcitos de sangue periférico de todas as formas
clinicas da hanseniase. Em contrapartida, in situ tal expressdo foi mais alta em
mondcitos e DCs de lesdes tuberculdides, que constituem a forma de resisténcia da
doenca, 0 mesmo padrdo de expressao foi observado em relacdo ao TLR1. Foi visto
ainda que citocinas caracteristicas da resposta Thl: IFN-y, GM-CSF, IL-12 e IL-18
aumentaram a ativacdo do TLR1 e TLR2, enquanto citocinas da resposta Th2: IL-4 e
IL-10 inibiram a ativacao destes (60).

Jullien et al. (61) estudaram lesdes de pacientes acometidos pela hanseniase e
observaram que a expressdo de mRNA para IL-15 foi detectada em ambas as formas
polares da doenca, porém niveis maiores foram encontrados em les6es tuberculdides e o
M. leprae induziu a secrecdo de I1L-15 pelos mondcitos.

O papel das DCs contra o M. leprae ndo foi totalmente esclarecido. Alguns
resultados sugerem que 0 M. leprae ndo € eficientemente apresentado pelas DCs para
desencadeamento da resposta imune (62). Um estudo concluiu que o M. leprae inibe ou
age como fator neutro na ativacao e na maturagdo das DCs e APCs (63). Por outro lado,
um estudo feito com a proteina MMP-II, componente da membrana do M. leprae,
demonstra estimulacdo e maturacdo das DCs e do sistema imune inato em geral,
producdo de TNF-a ¢ uma forma bioativa da IL-12 por parte das DCs e também
producdo de TNF-a e IL-10 por parte dos macrofagos (64).

Diante da importancia das DCs na ativacdo da resposta imune e da escassez de
dados sobre ao papel destas células na polarizacdo da resposta imune vista na
hanseniase, este estudo buscou avaliar a interacdo entre DCs e 0 antigenos do M. leprae

em individuos saudaveis e pacientes acometidos pelas formas polares da hanseniase.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo buscou gerar novos conhecimentos sobre a ativacdo da
resposta imune em pacientes com hanseniase tendo como foco o papel das DCs frente a

antigenos do M. leprae.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar in vitro a expressdo de marcadores de superficie de diferenciacdo e
maturacdo em DCs derivadas de mondcitos de pacientes com as formas polares da

hanseniase, estimuladas com o antigeno sonicado do M. leprae.

Avaliar in vitro a expressdo de mRNA de genes de citocinas e receptores em
DCs derivadas de monocitos de pacientes com as formas polares da hanseniase,
estimuladas com o antigeno sonicado do M. leprae.

Avaliar in vitro o efeito da incubacdo prévia de mondcitos de individuos
saudaveis com o antigeno sonicado do M. leprae sobre a diferenciagdo em DCs, por

meio da expressao de marcadores de superficie de diferenciacdo e maturacao.
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica

Foram incluidos neste estudo 16 controles saudaveis (7 mulheres e 9 homens)
escolhidos entre os colaboradores do Instituto Lauro de Souza Lima, 14 pacientes
pertencentes ao polo tuberculdide da doenca (7 mulheres e 7 homens; 6 TT e 8 BT) e
outros 12 do polo virchowiano (1 mulher e 11 homens; 8 LL e 4 BL) antes do inicio ou
até 3 meses de tratamento poliquimioterdpico. Os pacientes eram oriundos do
ambulatorio do Instituto Lauro de Souza Lima com diagnéstico de hanseniase
confirmado por achados histopatologicos e baciloscopicos e classificacdo clinica
baseada nos critérios preconizados por Ridley & Jopling (10).

Todos os procedimentos realizados receberam anuéncia do Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Lauro de Souza Lima (Protocolo 171/09). Consentimento

informado, livre e esclarecido foi obtido de todos os participantes desta pesquisa.

3.2. Diferenciacéo de DCs a partir de mondcitos

De cada participante foram coletados 40 mL de sangue total em tubo contendo
anticoagulante heparina ou ACD (Acido Citrico, Citrato de Sédio e Dextrose), por meio
de puncéo venosa em sistema fechado de coleta multipla, por profissional habilitado.

As células mononucleares (linfcitos e mondcitos) foram isoladas em gradiente
de densidade utilizando Histopaque (Sigma, St Louis, MO, USA) e, em seguida, 0s
mondacitos foram isolados em gradiente de Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
O namero de celulas foi estimado por contagem em camara de Neubauer e a viabilidade

avaliada por exclusdo empregando-se Azul de Trypan. A pureza dos mondcitos foi
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averiguada por citometria de fluxo empregando-se o marcador CD14 e esteve sempre
em torno de 95%.

Os mondcitos foram cultivados por 6 dias em placas de 24 wells numa
concentracdo de 5.10° células por poco em 1 ml de meio Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM) (Gibco, Grand Island, NY, USA) acrescido de 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e antibitticos: penicilina-estreptomicina
(100U/ml, 100pg/ml) (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada), anfotericina
(Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) e gentamicina (400ug/ml) (Schering-Plough,
Rio de Janeiro, RJ) em estufa incubadora em atmosfera imida a 37°C com 5% de CO,,
Como estimulos para a diferenciacdo foram empregados rGM-CSF (500U/ml) e rlL-4
(250U/ml) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA); no 3° dia foram removidos 500 pl do
meio de cultura e adicionados de 500ul de meio fresco contendo 500U de rGM-CSF e
250U de rIL-4. A diferenciacdo em DCs imaturas foi averiguada pela perda de CD14 e

expressdo de CD1a, CD11c e DC-SIGN no sexto dia de cultura.

3.3. Maturacéao das DCs

Para a inducdo da maturacdo foram empregados os seguintes estimulos: (i)
coquetel padrdo de maturagdo (CQM) composto por interleucina-1 beta (IL-1p)
(25ng/ml) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), IL-6 (1000U/ml) (PeproTech, Rocky
Hill, NJ, USA), TNF (50ng/ml) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) e prostaglandina E2
(PGE2) (10°M) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA); (ii) lipopolissacarideo (LPS)
(250ng/ml); e (iii) antigeno sonicado completo do M. leprae (10ug/ml), gentilmente
doado pelo Dr. Patrick Brenan da Universidade do Colorado. Pogcos sem adicdo de
estimulos foram mantidos como culturas controles. Os estimulos foram adicionados no

6° dia de cultura e o processo de maturacdo sob diferentes estimulos foi averiguado apds
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2 dias (8° dia de cultura) pela expressdo de marcadores de superficie. Para tanto, as
células foram retiradas da placa de cultura por meio de homogeneizacdo do contetdo e
centrifugadas por 10 minutos a 1500rpm a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e as DCs
ressuspensas no volume residual, sendo parte submetida a avaliacdo por citometria de

fluxo e o restante destinado a analise da expressao génica por gPCR..

3.4. Analise das DCs derivadas de mondcitos

3.4.1. Citometria de fluxo

Para a marcacdo das DCs foram empregados 0s seguintes anticorpos
monoclonais: CD1a, CD11c e DC-SIGN como marcadores da diferenciacdo; CD83,
CD80, CD86, CD40 e HLA-DR, como marcadores de maturacéo e ICAM-1 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para o
blogueio de ligacbes inespecificas foram empregados soro de camundongo e soro
normal humano AB (30ul de cada/amostra) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para
o controle da especificidade das reacGes foram empregados anticorpos ndo relacionados
de mesmo isotipo e conjugados com os mesmos fluorocromos (IgG1 FITC, IgG2b PE,
IgG1 PE Cy5, IgG1 APC) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Apds a marcacao, a
suspensao celular foi lavada em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) com 5%
de soro bovino fetal por 2 vezes, e ressuspensa em solucdo fixadora de paraformaldeido
1% em PBS. A coleta de dados foi feita em citdbmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences) localizado na Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP) e incluiu
um minimo de 10.000 eventos. Para a anélise dos dados foi utilizado o programa FCS

Express Version 3 (2006).
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3.4.2. Expressao de citocinas e receptores

Para andlise da expressao génica por mRNA as DCs foram ressuspensas em
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O mRNA total foi extraido com
cloroférmio (J.T. Baker, Xalostoc, Estado do México, México), precipitado em alcool
isopropilico (MERCK, Darmstadt, Alemanha) + glicogénio (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e quantificado no espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). Foi transcrito 1ug de RNA total empregando 250ng de
Oligo(dT)12-18 Primer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 200U da enzima SuperScript
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA), 10mM de cada dNTP e DTT,
conforme instrucdes do fabricante. A expresséo dos genes alvos CLECAM, IL12A,
CD209, CLECYA, 1L10, IL12B, IL15, IL15RA, TGFB1, TLR1, TLR2, TLRO e TNF foi
avaliada por meio de PCR em tempo real pelo sistema Tagman (Applied Biosystems
Inc.), sendo utilizados os genes GAPDH e B2M como controles enddgenos. A expressao
génica foi estimada por meio de quantificacdo relativa, empregando-se uma curva
padréo relativa composta por 5 dilui¢cdes seriadas de um pool de mRNA de DCs, uma
vez que 0s genes alvos estudados e os controles endogenos apresentaram diferentes
eficiéncias de reacdo. As concentracdes relativas de cada amostra foram calculadas
comparando-se os valores de Ct (Threshold cycle) da amostra com aqueles obtidos na
curva padrdo e normalizadas individualmente pela média geométrica das concentragdes
relativas obtidas para os controles enddgenos na mesma amostra, conforme padronizado

por Vandesompele et al. (65).
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3.5. Analise da incubacéo prévia de mondcitos com o antigeno

sonicado do M. leprae na diferenciacdo e maturacdo de DCs

Mondcitos isolados como descrito anteriormente foram submetidos a pré-
incubacdo com o antigeno sonicado do M. leprae (10ug/ml) em estufa incubadora com
5% de CO, em atmosfera Umida a 37°C por 2 horas. Apds este periodo o antigeno foi
removido e as células foram lavadas por 2 vezes em meio RPMI. A seguir, 0S
monacitos foram submetidas a diferenciacdo em DCs e estimuladas com antigenos

padrdo e especifico, como ja descritos anteriormente (itens 3.2 e 3.3).

3.6. Analises dos Dados

A comparacdo de dados entre diferentes grupos foi feita por analise de variancia
ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo pés-teste de Dunn para amostras
independentes com nivel de significancia de 5%. Para a comparacdo de amostras
dependentes (diferentes estimulos em um mesmo grupo) foi utilizada a analise de
variancia ndo-paramétrica de Friedman seguida pelo po6s-teste de Dunn com nivel de
significancia de 5%. Todas as analises foram realizadas pelo programa estatistico
GraphPad Instat versdo 3.0 (1997). Os dados finais foram representados utilizando o

programa GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Citometria de fluxo

A Figura 1 representa a expressdo em intensidade media de fluorescéncia (MFI)
das moléculas DC-SIGN, CD11c e ICAM-1 e a porcentagem de células positivas para
CDla. Os niveis de expressdo de DC-SIGN, que corresponde a um marcador de
diferenciacdo das DCs, apresentaram diminuicdo frente ao antigeno do M. leprae em
relacdo a todos os outros estimulos, em todos os grupos estudados, 0s quais
apresentaram niveis similares de expressao.

A molécula CD11c ndo apresentou diferencas de expressao frente aos diferentes
estimulos empregados neste estudo. Embora uma maior expressdo tenha sido observada
nos pacientes virchowianos, esta ndo apresentou significancia estatistica.

Niveis menores de expressdo do CD1a, uma molécula caracteristica das DCs,
frente ao estimulo CQM em relacdo aos outros estimulos foram observados nos grupos
de pacientes virchowianos e tuberculdides. Um aumento na expressdo no grupo de
pacientes tuberculdides em relagdo aos outros grupos pode ser visto, todavia sem
significancia estatistica.

A expressdo da molécula ICAM-1 foi maior frente ao estimulo com 0 CQM em
todos os grupos e no grupo de pacientes tuberculdides foi maior expressdo frente ao

estimulo com M. leprae quando comparado a cultura controle.
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Figura 1: Analise por citometria de fluxo da expressdao de DC-SIGN, CD11c, ICAM-1 em intensidade media de
fluorescéncia (MFI) e CD1a em porcentagem de células positivas (%). DCs derivadas de mondcitos foram obtidas a
partir de individuos saudaveis (n= 16), pacientes tuberculéides (n= 14) e pacientes virchowianos (n= 12) e
estimuladas por 48 horas com coquetel de maturagdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF (50ng/ml) e
PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS: 250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou ndo
estimuladas (CC). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 conforme andlise de variancia ndo paramétrica de Friedman e

teste de comparagdes maltiplas de Dunn.
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A Figura 2 representa a expressdo, em intensidade media de fluorescéncia (MFI)
das moléculas CD40, CD80, CD86, CD83 e HLA-DR, caracteristicas de maturacdo de
DCs e que atuam em importantes funcGes, englobando a apresentacéo antigénica (HLA-
DR) e co-estimulacdo (CD40, CD80, CD86). Os dados obtidos neste estudo indicam
aumento na expressdo dessas moléculas frente ao estimulo com o antigeno sonicado do
M. leprae de modo semelhante ao observado quando empregado o coquetel padrdo de
maturacdo em todos o0s grupos estudados. Foi verificada uma menor expressao de CD40
e CD80 nos pacientes virchowianos, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente
significante. Com relagéo a molécula CD86, um menor nivel de expressdo foi visto nos
pacientes tuberculdides, entretanto ndo houve significancia estatistica.

A expressdao da molécula CD83, que é o representante mais importante da
maturacdo das DCs, mostrou-se aumentada em todos os grupos apds o estimulo com
CQM. O grupo de pacientes tuberculoides apresentou uma pequena diminuicdo na
expressao de CD83 em relagdo aos outros grupos, porem sem significancia estatistica.
N&o houve aumento da expressdo de CD83 frente ao estimulo com o antigeno sonicado

do M. leprae em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 2: Analise por citometria de fluxo da expressdo de CD40, CD80, CD86, HLA-DR e CD83 em intensidade
média de fluorescéncia (MFI). DCs derivadas de mondcitos foram obtidas a partir de individuos saudaveis (n= 16),
pacientes tuberculdides (n= 14) e pacientes virchowianos (n= 12) e estimuladas por 48 horas com coquetel de
maturagdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF (50ng/ml) e PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS:
250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10upg/ml) ou ndo estimuladas (CC). *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 conforme andlise de variancia ndo paramétrica de Friedman e teste de comparag8es multiplas de Dunn.



30

4.2. Andlise da expressdo de citocinas e receptores por mRNA

Em relacdo aos genes TLR1, TLR2, (Figura 3) verificamos niveis menores de
expressdo nas culturas estimuladas com CQM e antigeno sonicado do M. leprae em
relacdo a cultura controle em todos os grupos empregados.

O gene TLR9O apresentou niveis de expressdo semelhantes frente a todos os
estimulos; uma menor expressdo nos pacientes tuberculdides em relagcdo aos pacientes
virchowianos foi vista frente ao estimulo com antigeno sonicado do M. leprae.

Em relagdo aos genes CLEC7A e CD209 (Figura 4) verificamos niveis menores
de expressdo nas culturas estimuladas com CQM e antigeno sonicado do M. leprae em

relacdo a cultura controle em todos 0s grupos empregados.
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Figura 3: Andlise por PCR tempo real da expressdo dos genes TLR1, TLR2 e TLRO. DCs derivadas de mondcitos

foram obtidas a partir de individuos saudaveis (n= 14), pacientes tuberculdides (n= 9) e pacientes virchowianos (n=
11) e estimuladas por 48 horas com coquetel de maturacdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF
(50ng/ml) e PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS: 250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou

ndo estimuladas (CC). *p<0,05, ***p<0,001 conforme anélise de variancia ndo paramétrica de Friedman; #p<0,05,

analise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn.
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Figura 4: Anélise por PCR tempo real da expressdo dos genes CLEC7A e CD209. DCs derivadas de mondcitos
foram obtidas a partir de individuos saudaveis (n= 14), pacientes tuberculdides (n= 9) e pacientes virchowianos (n=
11) e estimuladas por 48 horas com coquetel de maturacdo (CQM: IL-1f (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF
(50ng/ml) e PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS: 250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou

ndo estimuladas (CC). **p<0,01; conforme analise de variancia ndo paramétrica de Friedman e teste de comparagdes
multiplas de Dunn.
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Como pode ser visto na Figura 5, o gene IL15 apresentou maior expressao apos
estimulo com o CQM. Uma tendéncia a aumento na expressdo também foi verificada
frente ao estimulo com o antigeno sonicado do M. leprae.

Niveis maiores de expressdo do gene IL-15RA foram notados apds estimulo com
CQM em relago a cultura controle em todos os grupos estudados. E possivel também
notar uma tendéncia a aumento na expressao desse gene nas culturas estimuladas com o
M. leprae em todos 0s grupos, porém sem significancia estatistica.

O gene TGFBL apresentou diminuicdo na expressdo frente ao estimulo com
CQM, com significancia estatistica nos grupos virchowiano e tuberculéide e tendéncia a
diminuicdo na expressao, sem significancia estatistica, apds estimulo com o antigeno

sonicado do M. leprae.
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Figura 5: Analise por PCR tempo real da expressdo dos genes IL15, IL15RA e TGFBL1. DCs derivadas de mondcitos
foram obtidas a partir de individuos saudaveis (n= 14), pacientes tuberculdides (n= 9) e pacientes virchowianos (n=
11) e estimuladas por 48 horas com coquetel de maturacdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF
(50ng/ml) e PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS: 250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou
ndo estimuladas (CC). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; conforme analise de variancia ndo paramétrica de Friedman

e teste de comparacdes multiplas de Dunn.
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Com relagdo ao gene IL10, verificamos aumento na expressdo apds estimulo
com CQM nos controles saudaveis (Figura 6). Houve uma tendéncia a diminui¢do na
expressdo deste gene mediante estimulo com o antigeno sonicado do M. leprae, a qual
foi estatisticamente significante no grupo de pacientes tuberculéides.

O gene 1L12B apresentou maior expressdo apos estimulo com o CQM (Figura
6). Uma tendéncia a aumento na expressao também foi verificada frente ao estimulo
com o antigeno sonicado do M. leprae.

No tocante ao gene TNF foi vista menor expressdo apos estimulo com o CQM
nos grupos controle e de pacientes tuberculdides com significancia estatistica (Figura 6).
Além disso, o grupo de pacientes tubercul6ides apresentou diminui¢do na expressao em
relacdo aos outros grupos frente a todos os estimulos com significancia estatistica.

Né&o foi possivel a quantificagdo do niveis da expressdo dos genes CLEC4AM e

IL12A com a metodologia empregada.
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Figura 6: Analise por PCR tempo real da expressdo dos genes IL10, IL12B e TNF. DCs derivadas de mondcitos
foram obtidas a partir de individuos saudaveis (n= 14), pacientes tuberculdides (n= 9) e pacientes virchowianos (n=
11) e estimuladas por 48 horas com coquetel de maturacdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF
(50ng/ml) e PGE2 (10-6M)); lipopolissacarideo (LPS: 250 ng/ml); antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou

ndo estimuladas (CC). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, conforme andlise de variancia ndo paramétrica de Friedman;

#p<0,05, ##p<0,01 andlise de variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis e teste de comparacdes multiplas de

Dunn.
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4.3. Andlise da incubacdo prévia de mondcitos com o antigeno

sonicado do M. leprae na diferenciacdo e maturacao de DCs

Os resultados apresentados sdo representativos de trés experimentos realizados
com monaocitos provenientes de controles saudaveis. Quanto as moléculas CD11c e
ICAM-1, embora a porcentagem de DCs positivas tenha sido similar, houve uma
diminuicao grande da intensidade média de fluorescéncia destas células (Figura 7). Com
relacdo a molécula DC-SIGN foi observada uma diminuicdo tanto na porcentagem de
células positivas quanto na intensidade média de fluorescéncia destas células (Figura 7).

Pode ser observado na Figura 8 que as DCs derivadas de mondcitos incubados
com o antigeno sonicado do M. leprae apresentam menor expressao em porcentagem e
intensidade média de fluorescéncia dos receptores CD80, CD83, HLA-DR e CD40 em
comparacdo com aquelas DCs diferenciadas normalmente, independente do estimulo

empregado, com exce¢do do grupo controle na molécula CDA40.
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Figura 7: Expressdo de CD11c, DC-SIGN e ICAM-1 em porcentagem de células positivas (%) e intensidade média
de fluorescéncia. DCs derivadas de mondcitos foram obtidas a partir de individuos saudaveis e estimuladas por 48
horas com coquetel de maturagdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF (50ng/ml) e PGE2 (10-6M));
antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou ndo estimuladas (CC). Dados representativos de 3 experimentos

independentes.
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Figura 8: Expressdo de CD80, CD83, HLA-DR e CD40 em porcentagem de células positivas (%) e intensidade
média de fluorescéncia. DCs derivadas de mondcitos foram obtidas a partir de individuos saudaveis e estimuladas por
48 horas com coquetel de maturacdo (CQM: IL-1B (25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF (50ng/ml) e PGE2 (10-6M));
antigeno sonicado de M. leprae (ML: 10ug/ml) ou ndo estimuladas (CC). Dados representativos de 3 experimentos
independentes.
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5. DISCUSSAO

A resposta imunoldgica na hanseniase vem sendo avaliada, discutida e revista
em vaérios trabalhos, porém devido a complexidade da doenca, sdo necessarios mais
estudos para o melhor entendimento da interacdo parasita-hospedeiro. Diferentes perfis
de citocinas como Thl e Th2 sdo encontrados no espectro clinico da doenca (11), além
disso, diversos fatores genéticos do hospedeiro e do bacilo podem estar envolvidos (6).
As DCs sdo importantes no desencadeamento da resposta imune adaptativa (27), sendo
assim, possuem um papel chave nos processos infecciosos. Entretanto, estudos sobre o
papel destas células na ativacdo da imunidade especifica no curso da hanseniase, 0s
quais poderiam auxiliar no entendimento da polarizacdo observada nas diferentes
formas clinicas da doenca, sdo bastante escassos.

Analisando o comportamento in vitro de DCs, Mittal et al. (66) observaram que
as DCs tanto de pacientes tuberculdides quanto de virchowianos sdo habeis em
estimular a ativacdo de linfocitos T. Contudo, parte dos pacientes virchowianos nédo
apresentou resposta proliferativa em culturas mistas de linfécitos e DCs sugerindo
possiveis falhas na capacidade estimulatoria destas células.

In situ, Sieling et al. (67) relatam um maior nimero de DCs CD1" em lesdes de
pacientes com a forma tubercul6ide da doenca em comparacgéo a forma virchowiana. De
modo semelhante, em nosso estudo notamos uma maior expressao de CDla em
pacientes tuberculdides, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significante
(Figura 1). Esses resultados sugerem que pode existir alguma deficiéncia na migracao
e/ou diferenciacdo dos mondcitos em DCs nos pacientes virchowianos, alternativamente
a alta carga bacilar presente nestes pacientes pode comprometer a diferenciacdo de
monocitos em DCs o que condiz com os resultados encontrados no presente trabalho

onde a diferenciacdo de mondcitos em DCs foi comprometida pelo pré-tratamento com
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antigenos do M. leprae (Figuras 7 e 8). No estudo de Sieling et al. (67) as células CD1"
das lesBes tuberculdides expressavam o marcador CD83, caracterizando assim a
maturacdo das DCs nos pacientes tuberculdides, em contrapartida no presente trabalho a
expressdao de CD83 foi semelhante entre pacientes e controles e ndo sofreu aumento
frente ao estimulo com o antigeno sonicado do M. leprae. Esses dados indicam que
outros fatores, como a presenca de linfocitos T, sdo necessarios para a completa
maturacdo das DCs e expressdo de CD83, a qual foi vista em ambos os grupos de
pacientes quando as culturas foram estimuladas com o coquetel padrdo de maturacao.

Lee et al. (68), constataram que o receptor LILRA2 ¢é expresso em cerca de 50 a
80% de lesbes virchowianas e raramente é visto em lesdes tuberculdides. As células
expressando LILRA2, em sua maioria macréfagos, parecem influenciar a maturacdo das
DCs, além de prejudicar a apresentacdo de antigenos das DCs para os linfécitos T
prevenindo o aumento da expressdo de CD1b, HLA-DR, CD40, CD86 e CD206. Esta
pode ser uma das vias de acdo do M. leprae in vivo para inibir a ativacdo do sistema
imune nos pacientes virchowianos.

Investigando o papel do bacilo na ativacdo de DCs, Murray et al. (63) relataram
uma acéo nula ou supressora do M. leprae irradiado e morto sobre DCs diferenciadas a
partir de monocitos de doadores de sangue, a qual resultou em baixa expressao de
CD40, CD80, CD86, CD83, HLA-DR, em comparacdo com M. tuberculosis e M. bovis.
Niveis maiores de citocinas do perfil Th2 foram observados apos estimulo com o M.
leprae enquanto a expressdo de genes que codificam moléculas do MHC de classe I,
moléculas co-estimulatérias como o CD80 e genes responsaveis pela producédo de IL-12
e TNF foram induzidos nas DCs estimuladas com M. tuberculosis e M. bovis, mas ndo
frente ao M. leprae, demonstrando assim evidéncias de que o M. leprae se comporta de

maneira diferente de outras micobactérias apresentando uma acdo evasiva frente as
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DCs. Nesse mesmo sentido, Hashimoto et al. (62), empregando M. leprae morto por
calor, em DCs diferenciadas in vitro a partir de controles saudaveis observaram
diminuicdo na expressdo das moléculas HLA-ABC e HLA-DR, bem como aumento na
expressdo de CD86 em comparacdo com o BCG, enquanto a expressdo de CD83 so6
ocorreu mediante uma alta dose do bacilo. A capacidade de apresentacdo de antigenos
das DCs para linfdcitos T s foi observada quando empregadas altas doses do antigeno.

Em nosso modelo de estudo, diferentemente dos citados anteriormente foi
observado que o M. leprae induziu a expressao de moléculas co-estimulatérias (CD40,
CD80, CD86) e HLA-DR tanto nos pacientes quanto em controles (Figura 2).
Entretanto, a expressdo de CD83 que é o marcador mais importante de maturacdo das
DCs (45), nao foi induzida pelo M. leprae, o que pode indicar uma maturagéo parcial
das DCs, incapaz de promover a ativacao eficiente dos linfocitos T. Vale ainda destacar
que o presente trabalho investigou o perfil de DCs oriundas de pacientes acometidos
com a doenca, diferentemente dos trabalhos citados que envolviam apenas individuos
saudaveis.

Estudos com componentes antigénicos provenientes do citosol ou da membrana
celular do M. leprae, também tem sido realizados buscando novas evidéncias sobre sua
capacidade estimulatoria e possiveis consequéncias nas DCs. Maeda et al. (69),
examinaram a capacidade antigénica de varias partes do bacilo frente as DCs e
verificaram que a membrana celular foi mais eficiente para estimulacdo em comparacgéo
com a fracdo antigénica do citosol e o bacilo viavel. Estudando mais a fundo a
composicdo da membrana celular do M. leprae, o grupo apontou a MMP-II como
responsavel pela capacidade antigénica da membrana do M. leprae frente as DCs,
estimulando a producdo de TNF-a e IL12p70 e induzindo a maturacao destas, atestada

pelo aumento na expressdo de HLA-DR, CD83 e CD86, possivelmente via TLR2.
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Tabouret et al. (70), empregando uma cepa de M. bovis (BCG) expressando
PGL-I recombinante observaram que o PGL-I promove a entrada do mesmo em
macrofagos e DCs via receptor complemento 3 (CR3) e é um dos responsaveis pela
supressdo da maturacdo de DCs infectadas pelo bacilo e assim, pode contribuir para as
respostas celulares ineficientes dos pacientes virchowianos, sugerindo que o M. leprae
produz o PGL-I como estratégia de escape imunolégico.

Em conjunto esses estudos demonstram que varios componentes bacilares agem
sobre as DCs estimulando ou modulando a atividade destas, o que demonstra a
complexidade da resposta imune frente a0 M. leprae. Estudos sobre componentes
bacilares isolados podem ser Uteis para o desenvolvimento de terapias e vacinas, entre
outros, entretanto, a interacdo bacilo-célula como ocorre in vivo é complexa e envolve
muitos componentes antigénicos. Assim para melhor simulagdo e entendimento dessa
interacdo, que foi o foco deste estudo, faz-se necessario o uso de todos os antigenos
bacilares, dai a 0 emprego do antigeno sonicado em nosso modelo de estudo o qual, por
ser um antigeno integral, contém todos os antigenos bacilares.

Com relacdo a expressdo génica, verificamos que genes envolvidos na ativacao
das DCs (IL15, IL15RA, 1L12B) (Figuras 3 e 5) foram estimulados pelo M. leprae.
Concordando com os dados de citometria de fluxo esses resultados sugerem que 0
antigeno sonicado foi capaz de induzir ativacdo, ainda que limitada, das DCs.

O gene TNF foi menos expresso nos pacientes tuberculdides em comparacao
com os outros grupos, diferentemente com relatos da literatura (71) que demonstram
que células mononucleares de pacientes tuberculdides produzem os maiores niveis desta
citocina. Resultados obtidos pelo nosso grupo de estudos indicam que a producdo de
TNF pelas DCs nos pacientes tuberculdides foi menor que nos outros grupos frente a

maioria dos estimulos, inclusive frente ao estimulo pelo M. leprae, porém sem
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significdncia estatistica (72) Tais divergéncias podem ser decorrentes de
particularidades da resposta de DCs aos antigenos do M. leprae ou diferencas nos
protocolos experimentais.

A anélise por citometria de fluxo revelou niveis menores de expressdo de DC-
SIGN frente ao antigeno sonicado do M. leprae tanto em pacientes quanto em controles
saudaveis. Uma possivel causa poderia ser a internalizacdo do receptor, ap6s o
reconhecimento do antigeno Man-LAM pelas DCs de forma semelhante ao que ocorre
frente ao M. tuberculosis (59), ja que o receptor DC-SIGN reconhece também o M.
leprae e ndo se restringe apenas a outras micobacterias, como era pensado até entdo
(58). A expressdo de MRNA para DC-SIGN pelas DCs apresentou niveis elevados apés
estimulo com o antigeno sonicado do M. leprae, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significante, esse fato sugere que a interacdo com antigenos do bacilo
estimula a sintese deste receptor, o que reforca a ideia de participacdo do DC-SIGN
entre 0s mecanismos de reconhecimento do bacilo.

A infeccdo pelo M. leprae se mantem latente no hospedeiro por muitos anos,
indicando que mecanismos de escape imunoldgico e sobrevivéncia no hospedeiro sao
bem desenvolvidos neste patégeno. Considerando-se que a ativacdo da DC-SIGN leva a
producdo de IL-10 (59), a qual possui funcdo imunossupressora do perfil Thl que
confere resisténcia ao M. leprae e estimuladora do perfil Th2 que resulta em
persisténcia bacilar, o reconhecimento do M. leprae por este receptor poderia favorecer
0 escape da resposta imunoldgica. Contudo, dados do nosso grupo demonstram que
embora alguns individuos produzam IL-10 em resposta ao antigeno sonicado do M.
leprae, tal producdo ndo é significativamente diferente daquela observada nas culturas
controles ndo estimuladas, nem variou entre pacientes e controles (72,73). Por outro

lado, pacientes tuberculdides apresentaram diminuicdo na expressdo do gene IL10 apo6s
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estimulo com o antigeno sonicado do M. leprae, 0 que pode contribuir para o
desenvolvimento do perfil Thl predominantemente observado nesses pacientes.

Makino et al. (74) demonstraram ainda que ap6s a infecgdo por micobactérias,
M. leprae e BCG, ocorre a producgdo de IL-1 com efeitos inibitorios frente as DCs e
que o pré-tratamento de mondcitos com esta citocina compromete a maturacdo das DCs
afetando a expressdo de CD86 e CD83, embora ndo tenha um efeito aparente nos
mondcitos e DCs imaturas. Subsequentemente, este pré-tratamento afeta a ativacdo dos
linfocitos T devido a baixa producdo de I1L-12p70 pelas DCs maturas. Em contraste,
resultados obtidos pelo nosso grupo de estudos indicam que ndo ha& producdo
significativa de IL-1pB frente ao estimulo com M. leprae (dados ndo demonstrados). A
producdo desta citocina sé é significativa frente ao estimulo com CQM e, neste caso, é
consideravelmente maior nos controles do que nos pacientes tuberculdides e
virchowianos, o que sugere que a producdo da IL-1p por DCs poderia estar ligada a
resisténcia da doenca.

Resultados prévios encontrados em nosso laboratorio indicaram menor producéo
de I1L12p70 pelas DCs nos pacientes virchowianos frente a todos os estimulos
empregados (72,73), porém a producdo desta citocina foi baixa em todos as culturas,
possivelmente devido a falta do estimulo por CD40L necessario para producdo desta
citocina (75). Frente a esses resultados, estamos empregando células transfectadas
expressando o0 CD40L buscando aumentar a producéo desta citocina.

Foi visto ainda em nosso estudo que no grupo de pacientes tuberculdides a
expressao de ICAM-1 apresentou um aumento frente ao estimulo com o antigeno
sonicado do M. leprae. De modo semelhante, Lépez Ramirez et al. (76) relataram que
células de linhagem monocitica aumentam a expressao de ICAM-1 em resposta ao M.

tuberculosis. E possivel que o aumento na expressdo de ICAM-1 favoreca a interacio
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celular, contribuindo para apresentacdo de antigenos e consequente geracdo e
manutencdo da resposta imune, o que poderia colaborar para o melhor progndstico
observado nestes pacientes.

No caso da tuberculose, um dos mecanismos empregados pelo M. tuberculosis
para escape imunologico é a inibicdo da expressao de moléculas de MHC classe Il, que
possuem um papel chave na apresentacdo de antigenos pelas DCs aos linfocitos T (77).
Mihret et al. (78) verificaram que DCs derivadas de mondcitos de controle saudaveis
quando expostas ao M. tuberculosis sofriam maturacdo e ativacdo, com aumento da
expressdo de CD40, CD80, CD86, CD54 e HLA-DR e aumento da capacidade
estimulatdria frente aos linfocitos T. Em contrapartida, Hava et al. (79) infectaram DCs
de controles saudaveis com o M. tuberculosis e observaram alta expressao de HLA-DR,
CD80, CD86 e CD83, indicando a maturacéo das DCs frente ao M. tuberculosis, porém
essa rapida maturacdo comprometeu o processamento do antigeno e sua apresentacdo
através do MHC, demonstrando assim um possivel mecanismo de evasdo imunolégica
por parte do bacilo. Hanekom et al. (80) observaram uma maturacdo limitada das DCs
de controles saudaveis na infec¢do in vitro com M. tuberculosis, 0 que prejudicou a
funcdo de APC das DCs, concordando com os achados deste estudo em relacdo ao M.
leprae. Em conjunto, os dados apresentados sobre a interacdo do M. tuberculosis com
DCs apresentam resultados controversos assim como aqueles vistos frente ao M. leprae,
demonstrando a complexidade da relagcdo parasita hospedeiro na ativacdo da resposta
imune nas micobacterioses e apontando a necessidade de mais investigacdes.

O M. leprae tem sido alvo de diversos estudos e pouco se sabe a respeito dos
exatos mecanismos de acdo desse bacilo frente as DCs e em relagdo a resposta imune
em geral. Certamente o campo de acdo do M. leprae é amplo e envolve varios antigenos

provenientes de diferentes partes do bacilo para desencadear toda a resposta resultante.
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Através deste estudo foi possivel deduzir que uma acao estimulatéria do M. leprae nas
DCs ocorre, porém ndao a maturacdo completa destas como sugerido pela baixa
expressdo de CD83 (Figura 2). Também foi possivel notar que o bacilo influencia na
diferenciacdo de mondcitos para DCs, sugerindo uma interferéncia ativa do bacilo em
outro estagio do desenvolvimento celular.

Por fim, o M. leprae é de grande importancia para a satde publica, devido ao
grande numero de casos que ainda existem no mundo e especialmente no Brasil e
estudos para o entendimento da resposta imune frente ao bacilo se justificam, portanto,
pois possibilitam avangos no entendimento da doenga e novas descobertas decorrentes
de tais pesquisas contribuem para a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, o que é

o0 verdadeiro objetivo da ciéncia.
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6. CONCLUSOES

- A capacidade de diferenciacdo de DCs a partir de mondcitos foi semelhante entre

pacientes com formas polares da hanseniase e controles saudaveis.

- A estimulacdo de DCs com o antigeno sonicado do M. leprae levou ao aumento na
expressao de CD40, CD80, CD86 e HLA-DR, porém este estimulo parece ser
insuficiente para a completa ativacdo das DCs uma vez que nédo levou ao aumento nos

niveis de CD83.

- A analise da expressdo de genes de receptores e citocinas sugere uma estimulacédo

parcial das DCs.

- A pré-incubacdo de mondcitos com o antigeno sonicado do M. leprae levou a um

comprometimento no processo de diferenciacdo e maturacdo de DCs.
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