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Resumo

Introducéo: A hanseniase continua tendo uma grande relevancia e prevaléncia no Brasil
e no mundo. A resposta imune ao bacilo se correlaciona diretamente com as diferentes
manifestacdes clinicas, paucibacilar e multibacilar. O estudo de células da imunidade
inata em pacientes com hanseniase multibacilar pode trazer respostas com implicacdes
diagnosticas e terapéuticas. Objetivo: Descrever o perfil de células da imunidade inata
de pacientes com hanseniase multibacilar. Métodos: Foram analisadas, via citometria
de fluxo, o perfil de células da imunidade inata, como mondcitos, células dendriticas,
ILC2 e NKT no sangue periférico de pacientes com hanseniase multibacilar, sendo
comparado com controles saudaveis. Nas areas de lesdo na pele, via microscopia
confocal, foram avaliadas a presenga das células ILC2 e NKT. Resultados: Foi
encontrado que pacientes com hanseniase multibacilar apresentam um aumento de
GATAS e IL-6 no sangue periférico, com diminuicdo de IL-9. A analise das células da
imunidade inata demonstrou uma diminuicdo de ILC2, mas com aumento de sua
producdo de IL-4 e TNF. Em relacdo aos mondcitos, foi observada uma diminui¢cdo da
frequéncia e expressdo de PDL1 nos classicos, com aumento dos intermediarios.
Também nos mondcitos intermediarios, foi observado um aumento significativo na
expressdo de CD163 e das quimiocinas. Para as células dendriticas, foi demonstrada
uma diminuigdo das mieloides e um aumento das plasmocitoides. A analise do tecido,
demonstrou a presenca de ILC2 e NKT nas areas de lesdo, porém ndo demonstrou
diferencas estatisticamente significantes ao comparar antes e depois do tratamento.
Conclusao: Os mondcitos intermedidrios, através da expressao de CD163 e receptores
de quimiocinas e as células dendriticas plasmocitoides contribuem para o perfil da

resposta imune de pacientes com hanseniase multibacilar.

Descritores: Hanseniase; Imunidade inata; Células T matadoras naturais
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

Dentre as doencas tropicais negligenciadas, a hanseniase continua
ocupando um lugar de destaque, com um aumento de 23,8% nos casos em 2022 quando
comparados a 2021, em nivel mundial. O Brasil ocupa uma posicdo central na
epidemiologia da doencga, sendo que junto com a india e a Indonésia correspondem a
78,1% dos novos casos no mundo® (Figura 1).

Map 1 Geographical distribution of new leprosy cases, 2022
Carte 1 Répartition géographique des nouveaux cas de lépre en 2022
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Destaque para Brasil, india e Indonésia como paises com mais de 10.000 novos casos de hanseniase.
Fonte: World Health Organization (WHQ). Global leprosy (Hansen disease) update, 2022: new paradigm
— control to elimination. Wkly Epidemiol Rec. 2023;98(37):409-30. Map 1 Geographical distribution of new
leprosy cases, 2022.4%

Figura 1. Distribuicdo geogréfica dos novos casos de hanseniase em 2022

No Brasil, segundo dados do ultimo boletim epidemiolégico (janeiro
2023), a doenga acomete mais individuos do sexo masculino (55,7%), tendo maior
incidéncia no Mato Grosso, seguido do Tocantis, com Palmas ocupando o lugar de
cidade com maior incidéncia entre as capitais do pais (79,78 casos por 100 mil

habitantes).®



Os fatores que levam o individuo a desenvolver a doenca ainda nao
sdo completamente esclarecidos, mas diversos estudos ja demostraram a associacao
da hanseniase com condi¢cdes relacionadas a pobreza, como baixa escolaridade,
moradias precarias, inseguranga alimentar e desnutricdo, sendo interessante ressaltar
gue a vacinacado com bacilo de Calmette-Guérin (BCG) foi demostrada como um fator
protetor.®® Contudo existe uma grande parcela de individuos assintomaticos que séo
importantes na cadeia de transmissdo da doenca® apesar da principal fonte de
transmisséo ser os pacientes com alta carga bacilar e ndo tratados, que eliminam o bacilo
pelas vias areas superiores e possivelmente pela pele.(®

O patégeno causador da hanseniase € o Mycobacterium leprae (M.
leprae). E identificado como um bacilo alcool-acido resistente, que invade macréfagos
da pele e células nervosas.® Ele possui um tempo de crescimento lento e baixa taxa de
proliferacdo e patogenicidade, com um periodo de incubacdo médio de 2 a 5 anos,
podendo chegar a 10 anos ou mais.(9)

O diagnéstico da hanseniase é clinico, sendo que os principais sinais
e sintomas sdo as lesBes dermatolégicas e 0 acometimento dos nervos periféricos,
conforme fluxograma do Ministério da Saude.® Na pele podem estar presentes
manchas hipocrémicas placas, papulas e ndédulos que aparecem mais frequentemente
na face, dorso, membros superiores e inferiores e nadegas. Do ponto de vista
neurolégico, dor e espessamento dos nervos, perda de sensibilidade ou forca sdo os
sintomas mais comuns.*213)

A doenca possui uma quantidade variavel de classificacfes, entre
elas a de Madri (1953), a de Ridley e Jopling (1966) e a mais recente da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (1982). A primeira, utiliza um conjunto de critérios clinicos e
uma avaliacdo bacterioldgica, imunolégica e histoldgica para definir 4 grupos, que depois
foram ampliados por Ridley e Jopling.* Essa classificacéo, considera que existem dois
polos imunolégicos da doenca, a hanseniase tuberculoide, que teria uma maior resposta
da imunidade celular e a virchowiana que teria uma falta dessa resposta. Entre os dois
polos, as formas da doenca sdo instaveis, podendo variar de hanseniase dimorfo-
tuberculoide (BT — borderline-tuberculoid), dimorfo-dimorfo (BB — borderline-borderline)
e a dimorfo borderline-virchowiana (BL - borderline-virchowian).(15.16)

Porém dada a complexidade dessa classificacédo e a necessidade de
exames subsidiarios para sua utilizacdo, a OMS criou uma classificacdo operacional,

focada no tratamento, que divide de forma mais ampla em manifestagéo paucibacilar e



multibacilar,'” que diferem nos sintomas e possui correlacdo com as classificacdes
anteriores(®® (Quadro 1). Nesse estudo, os pacientes foram classificados utilizando os
critérios da OMS.

Quadro 1. Correspondéncia entre as classificacfes de hanseniase

Classificacéo

Madri Indeterminada Tuberculoide Borderline Virchowiana
Ridley e Jopling TT TT BT, BB, BL LL
OMS Paucibacilar Paucibacilar Multibacilar Multibacilar

TT: hanseniase tuberculoide-tuberculoide; BT: hanseniase dimorfo-tuberculoide; BB: hanseniase dimorfo-
dimorfo; BL: hanseniase borderline-virchowiana; LL: hanseniase virchowiana-virchowiana.

Fonte: Adaptada de Souza CS. Hanseniase: formas clinicas e diagndstico diferencial. Medicina, Ribeirdo
Preto;1997;30:325-34. Tabela Il — Correlacéo entre as classificacdes de Madri (1953), de Ridley & Jopling
(1966) e da OMS (1982) adotadas para a hanseniase; p. 326.(18)

Os individuos classificados como paucibacilar apresentam de 1 a 5
lesBes e baciloscopia obrigatoriamente negativa, caso ela seja realizada, o que nao é
mais obrigatorio.!® Em relacdo ao comprometimento de nervos periféricos, no Brasil,
segundo a Ultima portaria técnica® e também de acordo com a classificacéo
desenvolvida pelo governo indiano com parceria com a OMS®9 ¢é aceitavel classificar e
tratar pacientes com acometimento de 1 nervo periférico como paucibacilar. A
hanseniase multibacilar apresenta pelo menos 6 lesGes de pele e/ou baciloscopia
positiva. Existe um consenso na literatura em que casos nos quais haja
comprometimento de mais de um nervo periférico ou davida diagndéstica, devem ser
considerados como multibacilar.*V

Essa classificagdo ja foi descrita como tendo 89% de sensibilidade e
88% de especificidade. Como limitacdo, alguns estudos descreveram a possibilidade de
pacientes serem classificados clinicamente como paucibacilar, podem ter a baciloscopia
positiva, 0 que geraria um tratamento por menor tempo do que 0 necessario e maior risco
de recorréncia.®621)

Os pacientes ainda podem ser classificados pelo grau de
incapacidade causado pela doenga, em grau 0, grau 1 ou grau 2 (Quadro 2), utilizando
a Avaliacdo Neuroldgica Simplificada.?? Essa classificacdo além de ser importante na
avaliacao clinica e seguimentos dos pacientes, tem um impacto epidemiologico, pois

novos casos classificados como grau 2 indicam um atraso no diagndstico.®



Quadro 2. Correlacdo entre o grau de incapacidade e os critérios avaliados

Grau Avaliagcdo (maos/pés/olhos)
0 Sem alteracéo funcional
1 Perda da sensibilidade e/ou forca
2 Perda da sensibilidade e alteracdes visiveis

Fonte: Adaptado de Lehman LF, Orsini MB, Fuzikawa PL, Lima RC, Goncgalves SD. Avaliacao
neuroldgica simplificada. Belo Horizonte: ALM International; 1997.22

A evolucéao crbnica e lenta da hanseniase pode ser interrompida por
eventos agudos, denominados reacdes hansénicas ou episédios reacionais,
caracterizados por uma resposta inflamatéria exacerbada. Constituem em aparecimento
de sintomas locais ou sistémicos, que podem levar ao comprometimento de nervos
periféricos, com dor acentuada, em qualquer momento durante o curso da doenca, tanto
durante quanto depois do inicio do tratamento. (@324

Os episédios reacionais podem ser classificados em dois tipos, a
reagao tipo 1 e a reagéo tipo 2.

A reacdo tipo 1 ou reacédo reversa, € uma reacao inflamatéria aguda
ou subaguda caracterizada pelo aparecimento de novas les6es dermatoldgicas ou
reativacdo de lesbes antigas e neurites. Ocorre devido a uma hiperativagéo celular contra
o M. leprae, com um perfil Th1l e aumento da producao de IFN-y. O tratamento € realizado
preferencialmente com prednisona.(526)

Ja areacdo tipo 2, conhecida como eritema nodoso hansénico (ENH),
ocorre pela formacdo e depdsito de imunocomplexos, gerando um quadro sistémico,
manifestado por nodulos eritematosos dolorosos e manifestagfes sistémicas, como
neurites, artrites, inflamac&o ocular e outras.?”) Nesses casos o tratamento é realizado
preferencialmente com talidomida. (@)

O Ministério da Saude Brasileiro, seguindo as recomendacfes da
OMS, @) implantou um programa intenso e coordenado de tratamento poliquimioterapico
para hanseniase. O esquema de tratamento no Brasil consiste em doses mensais
supervisionadas de rifampicina 600mg, clofazimina 300mg, dapsona 100mg associadas
a clofazimina 50mg e dapsona 100mg diariamente e autoadministradas.? O tempo de
tratamento é de 12 meses para os multibacilares®? e de 6 meses para o0s
paucibacilares.®) Esse esquema terapéutico possui uma taxa de cura de
aproximadamente 98% com baixa taxa de recidiva.(2:33)

Apesar dos avancos no diagnéstico e tratamento, a hanseniase

continua sendo um problema de saude a nivel mundial, levando a OMS a lancar a



Estratégia Global de Hanseniase 2021-2030, que visa a interrupcéo da transmissao da
doenca por meio de uma série de metas que envolvem ampliar a prevencao, tratar os
casos e suas complicagBes e combater o estigma da doenca. Também sdo destacadas
as lacunas de conhecimento em relagcdo aos fatores ambientais e do hospedeiro que
levam ao desenvolvimento da doenca, reiterando a importancia das pesquisas na
area.4

Essa estratégia, reforca a Iniciativa de Pesquisa em Hanseniase
(Leprosy Research Initiative), documento elaborado pela comunidade cientifica em 2019,
gue enumera as prioridades de pesquisa. Dentre elas, esta entender como a resposta
do sistema imune afeta as manifestacdes, a progressdo e a transmissdo da doenca,

visando novas formas de diagnéstico e tratamento.(®>

1.2 Sistema imune

Os aspectos imunologicos da hanseniase sao de grande importancia
para o entendimento da doenca, ja que as diferencas entre as manifestacdes multibacilar
e paucibacilar sao principalmente correlacionadas com a resposta imune gerada pelo
bacilo e ndo devido as variacdes genéticas do M. leprae. (0

Inicialmente, foi demonstrado que os dois polos clinicos apresentam
reacdes imunolégicas consideradas antagbnicas, sendo que nas lesGes do tipo
paucibacilar sdo mais encontradas citocinas do tipo Th1l, como interferon-gama (IFN-y)
e na forma multibacilar, uma resposta do tipo Th2 esta presente, com a predominancia
interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-beta
(TGF-B — transforming growth factor).37:38) Essa diferenga ndo ocorre apenas em nivel
local, mas também sistémico, como foi observado em um estudo que tinha como objetivo
verificar a resposta a antigenos de M. leprae do sangue periférico de pacientes. Foi
descrito que o0 mesmo antigeno que gerou uma maior producéo de IFN-y em pacientes
paucibacilares, levou a uma maior producgéo de IL-4 nos multibacilares, sendo que essas
citocinas sdo os principais marcadores das diferencas entre os dois polos.©%

Em uma ampla avaliagdo dos parametros imunoldgicos de pacientes
mono e coinfectados com hanseniase e virus da imunodeficiéncia humana (HIV - human
immunodeficiency virus), nosso grupo demonstrou que os pacientes monoinfectados

pela hanseniase tem aumento na producdo de IL-4 por células T CD4*. Ainda,



observamos que a hanseniase pode agravar a patogénese do HIV diminuindo a razao
CD4:CD8, aumentando niveis de ativacdo nas células T CD8* e levando a uma perda de
células dendriticas (DC — dendritic cells) plasmocitoides na periferia.“?

Com ampliacdo dos estudos, atualmente vem sendo demonstrado o
papel de diversos outros tipos celulares, como T regulatéria (Treg), Thl7 e Th9 na
patogénese da doenca. Foi demostrado que o balanco entre as Treg e as Th17 também
contribui para as diferentes manifestacbes da doencga. Pacientes no polo virchowiano
(multibacilar), apresentaram um aumento de Treg e da producéo de IL-10, enquanto
agueles paucibacilares, demostraram uma maior quantidade Th17, sugerindo que as
Treg, via IL-10, promovem uma inibicdo do sistema imune nos pacientes multibacilares
e que a presenca de interleucina-17 (IL-17) contribui para a resposta efetora contra o
bacilo.“V

Também foi descrito que em pacientes com hanseniase na forma
tuberculoide, nas lesbes cutaneas e nas células mononucleares do sangue periférico
(PBMC - peripheral blood mononuclear cell) ativadas com o antigeno M. leprae, foi
encontrada maior expressao e liberacdo de IL-17.42 Outros estudos ja haviam descrito
gue a IL-17 é benéfica nas fases iniciais da doenca, através da ativacao dos macréfagos
e uma maior resposta Th1.“344 Dentre os diversos tipos celulares, um estudo recente
mostrou que as células T y® ndo s6 estao presentes em grande quantidade nas lesdes
paucibacilares como estdo produzindo IL-17.¢4%)

Demonstrando a complexidade da resposta imune a hanseniase,
outro tipo de linfécito que foi descrito como relevante foi o Th9, que forma uma
subpopulacdo de células T auxiliares CD4*, caracterizada pela producdo das
interleucinas-9 (IL-9) em resposta ao conjunto TGF-b e IL-4, sendo inibida pela presenca
de IFN-y.“® Foi demonstrado que a presenca de IL-4, em conjunto com TGF-b inibe a
diferenciacdo das Treg e leva ao desenvolvimento das Th9, que produzem elevadas
quantidades de IL-9 e IL-10 e contribuem para a inflamac&o.”) Essas células estdo
presentes em grande quantidade nos granulomas de lesdes em pacientes no polo
tuberculoide, mas ndo no lepromatoide, possivelmente regulando negativamente a
producdo de IL-10 e IL-4.48)

Dada a imensa variedade de tipos celulares e citocinas envolvidas na
resposta imune da hanseniase, o foco deste estudo foi o papel das células da imunidade

inata, as células T matadoras naturais (NKT — natural killer T), células linfoides inatas do



tipo 2 (ILC2 — innate lymphoid cell type 2), os mondcitos e as DC, na hanseniase

multibacilar.

1.2.1 NKT

As células NKT sdo um subtipo de células T que expressam
marcadores especificos de células NK e possuem um receptor de células T (TCR-T —T-
cell receptor) invariante, Va24Ja18“959) que reconhecem principalmente glicolipidios
apresentados pela molécula CD1d, uma molécula néo classica do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC — major histocompatibility complex).%:51) O CD1d é expresso
em células epiteliais e estromas em diferentes locais, como no sistema gastrointestinal,
figado, pancreas e pele.®? Uma das principais caracteristicas das NKT é a capacidade
de produzir uma grande gama de citocinas, tanto da resposta Thl como da Th2.63 O
desenvolvimento das células NKT esta relacionado a expressao do fator de transcrigéo
promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF), sendo descrito que a auséncia dele impede
a expansdo, maturacédo e migracdo dessas células.®*

Diversos estudos vém demonstrando a ligagédo entre alteracdes da
quantidade e funcionalidade das células NKT para a resposta contra agentes externos,
como Chlamydia trachomtis, Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa®®>%®) e também em doencas sistémicas como Ilpus eritematoso sistémico,
HIV e colite.(57-61)

Em relacdo as respostas as micobactérias, primeiro foi descrito o
papel das NKT em modelos de tuberculose. Foi demonstrado que glicolipidios
provenientes do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) sdo capazes de estimular
as células NKT e que apos o reconhecimento, produzem altos niveis de IFN-y e
diminuem a producao de IL-4, o que contribui para o combate a infecg&o.®? Além disso,
em camundongos, sdo as células NKT as predominantes nos granulomas.©3

Na hanseniase, as células NKT também estdo presentes nos
granulomas de pacientes com hanseniase tuberculoide. Ainda, na analise do sangue
periférico, o repertdrio de TCR Va era restrito, com uma forte tendéncia ao uso dos
segmentos Va6 e Va14.64)

Outro estudo, analisou o0 sangue periférico para avaliar o papel das

NKT nos diferentes polos da hanseniase. Ele demonstrou uma alta propor¢éo de células



T citotoxicas e NKTs em pacientes no polo multibacilar quando comparados ao
paucibacilar, mas que sua presenca se correlacionava com a expressao de ligante de
morte programada 1 (PD-L1 — programmed death-ligand 1), sugerindo um perfil de
exaustdo dessas células. Destacou-se que tanto as NKT como as TCD8* desempenham
um papel crucial no perfil de producdo de citocinas, sejam pré-inflamatérias ou anti-
inflamatérias. (6

Nosso grupo publicou dados que demonstram a diminuigcdo de células
NKT em pacientes tanto mono como coinfectados com hanseniase e HIV, contudo essas
mesmas células estavam com a producdo aumentada de IFN-y, sugerindo um maior

estado de ativac&o.©®)

1.2.21LC

As células linfoides inatas (ILC) sdo uma ponte importante entre a
resposta imune inata e a adquirida. Elas sdo subdivididas em trés grupos principais
relacionados a sua funcao efetora. As células linfoides inatas do tipo 1 (ILC1 — innate
lymphoid cell type 1) sé&o caracterizadas pela producgéo de citocinas do tipo Thl, IFN-y e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as ILC2 tem perfil Th2, caracterizadas por
secrecdo de interleucinas IL-4, interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13) e as células
linfoides inatas do tipo 3 (ILC3 — innate lymphoid cell type 3) possuem perfil Th17 sendo
capazes de produzir IL-17 e inteleucina-22 (IL-22).67)

As ILC2 requerem a presenca de interleucina-7 (IL-7) para seu
desenvolvimento e expressam os receptores de IL-7 (CD127)®® e de chemoattractant
receptor-homologous molecule expressed on TH2 lymphocytes (CRTH2) na sua
superficie.®® Em relacdo aos fatores de transcricdo, essas células dependem da
expressdo de GATAS para o seu desenvolvimento e fungdo.()

Do ponto de vista funcional, as ILC2 apresentam uma capacidade de
promover reparacdo tecidual apds inflamacéo por parasita intracelular.("® Contudo, foi
demonstrado que essa célula possui um papel importante nas reacdes alérgicas, via
secrecdo de IL-5 e IL-13 contribuindo para o acimulo de eosindfilos e macréfagos.(?
Outro estudo descreveu a diminuicdo das ILC no trato gastrointestinal de pacientes com

infeccéo por HIV.("3 Além de seu papel na resposta inata, elas promovem o aumento da



taxa de proliferacao das células T CD4* e a producédo de IL-2 em pacientes asmaticos,
sendo um dos responsaveis pela inflamacgdo encontrada nessa doenca.(%

Na pele, as ILC2 vém ganhando especial atencdo, por serem
consideradas células residentes, possuindo uma capacidade de migracdo para 0s
linfonodos. Em camundongos, produzem IL-13, interagem com mastécitos, que apos a
ativacdo com IL-2, sdo capazes de expandir sua populacdo e assumir um fendtipo mais
inflamatério, com a producéo de IL-5.(7%)

Em relagdo as doencas de pele, as ILC2 foram estudadas na
dermatite atopica e na hidradenite supurativa. Os estudos em dermatite atdpica,
demostram que as ILC2 estdo aumentadas tanto na lesdo como na circulacao
sanguinea, nos modelos animais e em amostras de pacientes, sendo recrutadas apés o
inicio do processo alérgico, contribuindo para a inflamacé&o local.(’7") Por outro lado, em
um estudo sobre hidradenite supurativa, os numeros absolutos de ILC estavam
reduzidos na periferia dos pacientes quando comparados aos controles, mas
aumentados nas areas de les&o.(’®

O papel das ILC2 também foi investigado contra as micobactérias,
especificamente as M. tuberculosis. Foi descrito que em pacientes com diabetes mellitus
associado ou nao a tuberculose, havia uma menor quantidade de ILC2 e ILC3, com
aumento da producéo de IFN-y e diminuicdo de IL-13.9 J& na resposta ao M. leprae,
um trabalho anterior do nosso grupo, identificou que em pacientes coinfectados com HIV
e hanseniase, as ILC2 estavam aumentadas quando comparadas aos controles,
sugerindo um perfil mais Th2, apesar de uma diminui¢cdo relativa na producao de

citocinas. (€9

1.2.3 Monécitos

Os mondcitos sdo ceélulas da imunidade inata, originadas de
percussores na medula 6ssea, que exercem suas fun¢cbes ao circular na corrente
sanguinea,®) sendo entdo recrutados para o combate de patégenos nas areas de
inflamacéo e para a manutencdo da homeostasia, originando macrofagos e DC nos
tecidos.82:83)

Para o estudo das suas funcgdes, eles sao divididos em subtipos,

identificados de acordo com a expressédo de CD14 associada ou ndo com a de CD16.
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Os classicos apresentam uma alta expressao de CD14 e negativa para CD16 (CD14** e
CD16%), enquanto os nado classicos expressam CD16 e baixos niveis de CD14
(CD14*CD16%), sendo que essa divisdo ja esta bem estabelecida.®48% Contudo, mais
recentemente, foi descrita a subdivisdo dos mondcitos CD16*, com a identificacdo de um
grupo intermediario (CD14**CD16%).868") Esses grupos n&o diferem apenas na
expressdo de CD14 e CD16, mas também em diversas outras proteinas de superficie,©®
expressao génica e producéo de citocinas.®

Em individuos saudaveis, os classicos correspondem em torno de
85% dos mondcitos circulantes, seguidos dos nao classicos, em torno de 10%, e os
intermediarios com 5%, sendo que as quantidades se alteraram em condi¢fes
inflamatdrias, com o aumento da proporgdo daqueles CD16*.(90.91)

E proposto que a cinética da circulagcdo dos mondcitos ocorra a partir
da medula éssea com o fenétipo classico, sendo que uma pequena parte, ainda na
circulacao, se diferencie para o intermediario. Esses entdo, poderiam ir para os tecidos
e ao retornar a circulacdo, passam a ter caracteristicas dos ndo classicos, sendo esse
subtipo 0 mais maduro. 899293

Os mondcitos classicos possuem fungdes fagociticas e de producéo
de citocinas como TNF, IL-6 e IL-1B em resposta a agonistas receptores toll-like (TRLs
—toll-like receptors), atuando na fase inicial da resposta imune.®% S&o capazes de migrar
dos vasos sanguineos para os tecidos, se diferenciando e repondo a populagdo de
macrofagos e de DC.C®Y Em um modelo com camundongos, foi demonstrado que a
presenca de CCR2 é essencial para a saida dessas células da medula éssea para a
circulac&o.® Ao comparar os mondcitos classicos com aqueles CD16", foi sugerido que
eles produzam mais TNF ao serem estimulados via receptores de TLR4 e TLR2.(%)

Em um estado basal, os monécitos ndo classicos exercem suas
funcGes nos vasos sanguineos, sendo referidos como mondcitos de patrulhamento.©?)
Eles apresentam um metabolismo mitocondrial acentuado, que pode estar associado
com funcdes de reparacéo tecidual.®® Foi também demonstrado que esses mondcitos
Sa0 essenciais na resposta imune contra os virus, com a producgao principalmente de
TNF, IL-1b e CCL3.(%

Apesar de semelhangcas com os outros dois subtipos de mondcitos,
os intermediarios possuem diferencas significativas, que sugerem fun¢des imunologicas

Unicas, como uma maior propensao para apresentacdo de antigenos®°% e também com
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uma maior producdo de IL-10, expressdo de CD163 e atividade fagocitica.®®?) Mais
estudos vém sendo feitos para o entendimento funcional desse tipo celular.

Ao estudar a relacdo dos mondcitos com as micobactérias,
inicialmente na tuberculose foi demonstrado o papel central dessas células no combate
da infeccao. Inicialmente, o aumento na circulacao de células CD14* foi descrito e apesar
de ser mais significativo nos pacientes com a forma pulmonar, também foi observado em
outros tipos de tuberculose, sendo que os valores retornam para normalidade com o
tratamento.(% Em relacdo a resposta local, num estudo com camundongos, foram as
células CD16 negativas as predominantes nas areas de les&o.1%)

Ao investigar o papel dos monécitos CD16", eles também tiveram um
aumento na frequéncia em pacientes com tuberculose quando comparados aos
controles saudaveis, porém com uma diminuicdo na expressdo de marcadores
relacionados a maturagdo, diferenciacdo e fagocitose.!® Estudos iniciais também
reforcaram o papel dos mondcitos CD16* na resposta ao bacilo, com um aumento da
expressdo de CCR2 e consequente capacidade de migracdo, sendo que no liquido
pleural, teriam um papel na apresentacdo de antigenos e combate a infeccado. Apesar
disso, esse mesmo estudo sugeriu também um papel negativo dos mondcitos CD16%, ja
gue seu aumento no sangue periférico se associou com a severidade da doenca e com
a resisténcia bacteriana.%)

Em relacdo aos mondcitos intermediarios, ao diagndstico, pacientes
com tuberculose ativa tinham aumento na frequéncia dessas células, com maior
expressdo de MHC-II e capacidade de ativar as células T. Essas alteracbes nos
mondécitos foram transitérias, ndo sendo observadas nos mesmos pacientes durante o
tratamento, sugerindo uma resolucéo da infecc&o.(1)

De forma geral, ha uma associacdo entre o aumento de mondcitos
circulantes e a infeccédo ativa por tuberculose, com alteracdo do fendtipo dessas células,
sendo sugerido que 0s mondcitos podem ser usados como um biomarcador para o risco
de desenvolver tuberculose.(1°7:108)

Desde o inicio sobre a hanseniase, os mondcitos foram sugeridos
como células supressoras da resposta imune,1%) sendo descrito que as células
mononucleares falhavam em produzir citocinas inflamatérias em pacientes com
hanseniase multibacilar quando comparados a paucibacilares.*? Outros estudos,

também avaliando mondcitos em individuos multibacilares, observaram a producéo de
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fatores solaveis, principalmente IL-10 e prostaglandina E2, que inibiam a proliferacéo de
células T e contribuiam para um estado de anergia.(11.112)

In vitro, os mondcitos de doadores saudaveis, quando estimulados
com M. leprae, produziram menos citocinas pré-inflamatoérias (IL-13, IL-18, IL-6, IL-10,
IL-12 e TNF-a) e mais moléculas reguladoras negativas (MCP-1 e IL-1Ra) do que quando
estimulados com BCG.(113114) Qutro estudo demonstrou que o glicolipidio fendlico 1
(PGL-1 — phenolic glycolipid-1), uma proteina especifica da membrana do M. leprae,
também levou a uma fraca producdo de TNF-a, IL-1b e IL-10, a0 mesmo tempo que
aumentou MCP-1, IL-1Ra e VEGF, quando comparado com lipopolissacarideo (LPS).(115

Em relacao as diferentes formas clinicas da hanseniase, os mondcitos
de pacientes multibacilares produziram quantidades significativamente maiores de IL-12
quando estimulados via HLA de classe Il do que aqueles do grupo paucibacilar, ndo
sendo observadas diferencas na producdo de IL-1b.41®) Os mondcitos podem
reconhecer o M. leprae via receptor TLR2, sendo que uma mutacao nesse receptor esta
associada a uma menor producédo de IL-12.(17)

Na avaliagdo das reagbes hansénicas, havia um aumento na
frequéncia dos mondcitos intermediarios e uma diminuicdo dos nado classicos quando
comparados ao grupo com apenas hanseniase, independente da reacdo ser do tipo 1 ou
do tipo 2.(118)

Além disso, os macrofagos sao células essenciais para o
entendimento da resposta imune da hanseniase, sendo 0s responsaveis pelas
desmielinizacdo e lesdo nervosa®® e contribuindo para os diferentes polos da
hanseniase.(14:37:120)

Os macrofagos derivados de mondcitos podem assumir um fenétipo
inflamatoério®?? na forma paucibacilar ou anti-inflamatério nos multibacilares, o que
contribui para a maior gravidade e falta de resposta imune nas areas de lesdo.(t22-124)

Foi demostrado que o estimulo IL-10 levou os macrofagos a
assumirem um fenotipo mais fagocitico, com aumento da expressao de CD163, o que
também era encontrado nos macréfagos das lesdes multibacilares. Por outro lado, o
estimulo com IL-15, levou a uma expressdo génica relacionada com 0s programas
antimicrobianos. Nos pacientes com reacao reversa (tipo 1) havia uma conversao do
programa fagocitico para o programa antimicrobiano.*?® Nas areas de lesdo de

pacientes multibacilares, os macréfagos tem uma maior expressao de CD163, o que se
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correlaciona com aumento na secrecdo de IL-10 e da fagocitose, o que favoreceria a
sobrevivéncia do bacilo.(12%)

Outro estudo, também com macréfagos derivados de mondcitos,
encontrou resultados similares, ao utilizar o M. leprae como estimulo, os macréfagos
tiveram um fenotipo M2, com diminuicdo de citocinas inflamatérias (IL-1b, IL-6, TNF-a) e
da expressdo de MHC-II, com aumento de IL-10 e CD163. Além disso, essas células
foram mais resistentes a citoxicidade de T CD8" e favoreceram a diferenciacdo de
linfécitos T para Treg. Nesse estudo, os mondcitos de pacientes com hanseniase
multibacilar expressaram preferencialmente IL-10 enquanto aqueles de paucibacilares
expressaram IL-12 e TNF-a.(127)

Na coinfeccdo de hanseniase e HIV, os macréfagos também
contribuem para a progressdo da doengca. Em um estudo comparando pacientes com
HIV e com reacdo reversa e HIV, ndo foram encontradas diferencas nos subtipos de
monaocitos na periferia, mas a analise nas areas de lesdo mostrou que a coinfeccdo com
HIV manteve um fenotipo mais anti-inflamatoério dos macréfagos, mesmo com estado de
reacao reversa.(128)

J4 os mondcitos de pacientes com hanseniase paucibacilar séo
capazes de se transformar tanto em macréfagos quanto em DC quando estimulados via
TRLs. Essa capacidade ndo foi observada nos mondcitos de pacientes multibacilares,
que se diferenciaram predominantemente em macrofagos. Esses resultados, obtidos em
experimentos in vitro, foram corroborados por analises de amostras de tecido, onde se

observou um aumento de DC nas lesdes de pacientes com reacédo reversa.®2°)

1.2.4 Células dendriticas

As DC atuam conectando a imunidade inata e a adquirida, através do
reconhecimento de antigenos para a ativacao de linfocitos e na inducdo de tolerancia
com os antigenos proprios.139)

Sao formadas na medula éssea e através da circulacdo sanguinea,
migram para os tecidos (como o figado, a pele, pulméo e intestino) e para os linfonodos,
onde terminam seu processo de maturacdo e exercem sua funcéo de apresentacéo de
antigenos e ativacéo das células T.(131.132) Além disso, também participam da fase inicial

da resposta imune, através da producdo de citocinas e quimiocinas.®33)
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No sangue, diversas subdivisfes foram identificadas, sendo no estado
basal, divididas principalmente em células dendriticas plasmocitoides (pDC -
plasmacytoid dendritic cell) e em mieloides ou convencionais. (86134

As diferencas funcionais entre esses grupos incluem uma com
variabilidade de fatores de transcri¢éo, receptores e na ontogenia.(135136)

As DC correspondem a uma pequena quantidade na circulacao
sanguinea, entre 0,1 a 2% em individuos saudaveis, sendo em sua maioria as células
dendriticas mieloides (mDC — myeloid dendritic cells), podendo ser caracterizadas por
nao expressarem marcadores de linhagem (Lin neg) e pela positividade de HLADR e
CD11c.13) Elas expressam uma grande gama de receptores TLRs, sendo capazes de
responder a sinais que variam de nucleotideos a polissacaridos.:3®) Sdo mais eficientes
para a apresentacao cruzada de antigenos e ativacao citotdxica, producdo de IL-12 e
interferon lambda 3 (IFN-A).(139) As dendriticas convencionais também sdo capazes de
induzir a resposta Thl e Th17 nos linfécitos T CD4.(140)

Especialmente na pele, existem dois tipos principais de DC
residentes, de origem mieloide, sendo que as células de Langherans estao localizadas
na epiderme e possuem uma baixa reatividade a bactérias, enquanto as DC na derme,
expressam TLR2, TLR4 e TLR5, sendo importantes no combate aos patégenos.®4?

As pDC séo caracterizadas como HLADR* CD11c'CD123* e foram
identificados como um subtipo especializado em reconhecer e responder a infecgéo viral,
migrando para os linfonodos e com a producéo rapida de interferon tipo |.(142:143)

Outro subtipo, sdo as DC inflamatorias, que estédo presentes de forma
transitoria em resposta a estimulos microbianos e inflamatorios, sendo inferido que tanto
0S monA@citos classicos como os percussores hematopoiéticos podem originar esse tipo
celular.(34 As DC derivadas de mondcitos, nos tecidos, possuem diversas fungées como
controlar a infecgéo e iniciar a reparacao tecidual.(®D

Para além do estado basal, as DC também foram estudadas no
contexto inflamatorio cutaneo, como dermatite atdpica, lipus e a psoriase.4? A psoriase
€ uma doenca inflamatdria cronica, caracterizada por placas escamosas e eritematosas
na pele, que pode ser acompanhada por manifestacdes sistémicas, sendo proposto um
papel central das dendriticas para o inicio e manutencéo da doenca.(45-147)

E proposto que nas fases iniciais da psoriase, as células pDCs,
infiltrem a derme e ao reconhecerem os antigenos proprios, produzam IFN-a®4®) que

causa a maturacao das DC residentes e também a diferenciacdo dos mondcitos em DC,
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sendo que essas células tém a capacidade de produzirem uma grande gama de citocinas
que ativam e diferenciam os linfécitos T para Thl e Th17.349) Um modelo com
camundongos demonstrou que as dendriticas derivadas de mondécitos (moDC) séo
recrutadas para as areas de lesdo, produzem TNF e IL-1b e geram a inflamacgéo
caracteristica da psoriase.®59)

Para além das manifestacbes cutaneas, existem alteracdes
sistémicas na psoriase, sendo que foi demonstrada uma correlagdo positiva entre a
quantidade de IFN-y, IL-12, IL-17 e IL-18 na circulacéo e a severidade da doenca.*>V) Ao
analisar especialmente as DC, no sangue periférico, as células mieloides de pacientes
com psoriase, apresentavam um fenotipo mais imaturo e maior producéo de IL-12, em
comparagcdo com os controles saudaveis.®? Em relacdo as pDC, elas estavam
diminuidas tanto em quantidade como na producéo de citocinas,*52153) o que levou a um
aumento na relagdo mieloide/plasmocitoides.®>® Essa alteracdo foi revertida apds o
tratamento com um anticorpo anti-TNF (infliximab), com um aumento total das
dendriticas na circulagdo.®54

Em relacdo a hanseniase, o papel central de ativacdo imune das DC
ja foi descrito, principalmente como primeira linha de defesa na pele.(129 Comparando os
efeitos de diferentes micobactérias, M. tuberculosis, BCG e M. leprae, foi descrito que
apenas o bacilo causador da hanseniase, ndo induzia a ativacdo e maturacdo das DC,
inclusive possuindo um efeito supressor na expressao génica dessas células, além das
células T ndo terem proliferado em resposta as DC estimuladas com M. leprae.(%% Outro
estudo demonstrou que para as DC estimuladas com M. leprae expressassem de CD83
e promovessem a proliferagdo dos linfocitos T, era necessério utilizar concentragfes
muito altas do bacilo, sendo ainda significativamente menor do que a ativacédo causada
por outras micobactérias. O M. leprae reduzia a expressao do MHC e ndo aumentava a
expressdo de CD86.(156) De forma geral, foi concluido que o M. leprae ndo leva uma
ativacdo das DC, mas sim uma anergia.

Também ja foi demonstrado que o reconhecimento das micobactérias
envolve o receptor CD209/DC-SIGN, que esta presente nas DC, sendo que mutacdes
alélicas no gene responsavel por esse receptor estdo associadas ao desenvolvimento
da forma paucibacilar da hanseniase.5?

A importancia local das DC foi demonstrada, inicialmente através da
avaliacao da expresséao da proteina CD1, que nos granulomas de pacientes com a forma

tuberculoide, estava aumentada, sendo majoritariamente expressa por DC maduras.(158)
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Andalises imuno-histoquimicas das areas de lesdo, confirmaram os resultados anteriores,
demonstrando uma predominancia das DC nas lesdes tuberculoides, tanto das células
de Langerhans como as DC na derme.>) Qutro estudo que também avaliou as areas
de lesdo, encontrou resultados similares, com aumento estatisticamente significante das
células de Langerhans CDla+ e as DC na derme nos pacientes com lesbes
paucibacilares quando comparados aos multibacilares.*%9) De forma geral, sugere-se
que as DC estejam aumentadas nas areas de lesédo da forma paucibacilar, influenciando
na ativacdo da imunidade celular desse subtipo clinico.

Ja a analise do sangue periférico de pacientes com eritema nodoso,
sugeriu uma ativacdo da via de sinalizacdo do IFN-I, assim como nas biopsias de pele,
sendo que o tratamento com talidomida, levou a uma redugéo dessa ativacéo tanto na
circulagdo como nas areas de lesdo. Nesse mesmo estudo, foram estudadas as DC
plasmocitoides, que estavam reduzidas no sangue, porém aumentadas nas areas de
lesdo, sendo sugerido um papel dessas células nas reacdes hansénicas.(16) As pDC
também sao importantes nas reacdes do tipo 1 de pacientes multibacilares, nas quais ha
elevada expressdo de CD123 pelas pDC nos granulomas.(162)

Outros estudos também j4 demostraram que as pDC estavam
reduzidas na circulacéo periférica de pacientes com hanseniase e/ou coinfectados com
HIV.“0)

A expressdo de B7-1/CD80, um marcador de ativacdo, que esta
envolvido na resposta das DC ao M. leprae,1%3 estd aumentada nas DC de pacientes
com reacdo do tipo 1 e do tipo 2, tanto na circulacdo como nas areas de lesdo, o que
poderia estar relacionado a uma ativacao imune dessas células, jA& que em pacientes
multibacilares, esse mesmo marcador esta diminuido.(64

Em outro estudo, sobre pacientes com hanseniase tanto na primeira
infeccdo como em casos reincidentes, demostrou uma diminuicao da ativacdo das DC e
dos mondcitos em ambos 0s grupos de pacientes quando comparados aos controles
saudaveis, sendo ainda menor a expressao de CD86 nos reincidentes, que também eram
menos responsivos a antigenos. (169

O estudo da imunidade inata em pacientes com hanseniase
multibacilar € importante para que se amplie o entendimento da doenca e de suas
diversas formas clinicas e assim promover um tratamento mais direcionado,

personalizado e efetivo.
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1.3 Objetivos

1. Analisar no sangue periférico a frequéncia das células NKT e ILC2
de pacientes com hanseniase multibacilar, comparando com os controles;

2. Analisar no sangue periférico os mondcitos e seus subtipos
(classico, intermediario, nédo classico), comparando com os controles;

3. Analisar no sangue periférico as células dendriticas e seus subtipos
(mieloide e plasmocitoides);

4. Analisar a presenca das células NKT e ILC2 nas areas de lesdo de

pacientes com hanseniase multibacilar, antes e apés o inicio do tratamento.
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2 METODOS

2.1 Selecao de pacientes

Os pacientes incluidos na pesquisa foram aqueles que atendidos em
consulta no ambulatério de dermatologia da Universidade Federal de Sao Paulo entre
2016 e 2017, com os seguintes critérios de inclusdo: pacientes com hanseniase
multibacilar, maiores de 18 anos, com sorologia negativa para sifilis, doenca de Chagas,
hepatite B, hepatite C e o virus linfotrépico de células T humanas (HTLV-I/Il). Foram
obtidas amostras de sangue e tecido de 12 pacientes com diagnostico de hanseniase
multibacilar, no momento do diagndstico. Para 5 pacientes, foram obtidas amostras de
tecido apés o término do tratamento. Os pacientes foram avaliados, através da
anamnese e do exame fisico, para o diagndéstico dos estados reacionais.

Os controles foram obtidos através de amostras de sangue periférico
de 10 voluntarios saudaveis, que foram coletados nos mesmos locais dos pacientes.
Todas as amostras foram processadas e armazenadas no Instituto Israelita de Ensino e
Pesquisa Albert Einstein (IIEPAE). Todos os pacientes foram esclarecidos sobre o
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O protocolo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein e da
Universidade Federal de Sao Paulo (CAAE 54494816.3.3002.5505), e SGPP n°. 26341-
6.

2.2 Processamento das células mononucleares do sangue periférico

A coleta de 30 mililitros (mL) de sangue periférico foi feita através de
puncao de veia periférica em membro superior, apds assepsia local. O sangue coletado
foi encaminhado ao laboratério para processamento, em ambiente estéril. Para
isolamento das PBMC, a amostra foi diluida na propor¢cdo 1:1 em solucdo salina
balanceada de Hanks (HBSS - Hank's balanced salt solution), da GIBCO® -
ThermoFisher, e transferidas para tubos com 15mL de solucdo gradiente de densidade

Ficoll (Ficoll® Paque Plus — Sigma-Aldrich). Em seguida, realizou-se a centrifugacdo a
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2300 rotagbes por minuto (rpm), com temperatura entre 18°C (graus Celsius) e 20°C,
durante 40 minutos e com aceleracéo de 4 e desaceleracéo 0 para lavagem.

Apoés a finalizacao da centrifugacdo, houve a formacao de uma nuvem
com as PBMC. Em seguida, cuidadosamente, com uma pipeta Pasteur estéril, foi feita a
transferéncia dessa nuvem para outro tubo conico, completou-se o volume com HBSS e
o tubo foi centrifugado novamente a uma velocidade de 1700rpm, com temperatura entre
18 e 20°C, durante 10 minutos e com aceleracéo e desaceleragéo de 9. Esta etapa de
lavagem foi realizada duas vezes apoés o término da segunda centrifugacao, as células
foram incubadas por dois minutos com 3mL de solucéo de lise de hemacias (Ammonium-
Chloride-Potassium ACK Lysing Buffer - GIBCO® - ThermoFisher). Apds esse periodo,
foram acrescentados 10mL de meio de cultura R-10, que compreende meio RPMI
acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de tampéo HEPES, 1% de piruvato de sédio,
1% de penicilina — estreptomicina e 1% de L-glutamina, para inativacdo da solucao
lisante e uma nova centrifugacdo com 0os mesmos parametros ao passo anterior foi
realizada. Apdés a centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em 10mL de meio de
cultura R10 para verificagao da viabilidade celular e contagem das células.

Para avaliacdo da viabilidade de células, elas foram coradas em azul
de tripan (Trypan Blue) na proporcédo de 10 microlitros (uUL) do corante para 10uL de
células e em seguida, o niumero de células foi avaliado através da contagem celular no
aparelho Countess™ Il Automated Cell Counter. Apés a contagem, essas células foram
ressuspendidas em meio de congelamento 30mL RPMI (Gibico-Thermo Fischer
Scientific), 15mL soro fetal bovino e 5mL dimetilsulféxido (DMSO). Ao final as células
foram transferidas para criotubos e permaneceram no freezer a -20°C durante 24 horas.
Em seguida foram colocadas em nitrogénio liquido, onde permaneceram até o momento

de uso.

2.3 Exames laboratoriais

Para a realizacdo do hemograma, foram coletados 2mL de sangue
periférico em tubo contendo acido etilenodiamino (EDTA), tanto dos pacientes quanto
dos controles. O hemograma foi feito no equipamento Sysmex XP-300 seguindo as
orientacdes do fabricante. Os valores de referéncia utilizados foram: hemoglobina

(feminino 12 a 16 gramas/decilitros (g/dL) masculino: 13,5 a 18g/dL); hematdcritos
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(feminino: 35 a 45%, masculino: 40 a 50%); leucdcitos totais (feminino: 4100 a 8900
milimetros cubicos/decilitros (mm3/pL); masculino: 3600 a 9100mm?3/uL) e linfécitos
(feminino: 1200 a 5200uL/mm?3; masculino: 1200 a 5200uL/mm3).

2.4 Biopsia de pele e/ou nervo

As bidpsias de pele foram coletadas por meio do uso do bisturi conico
‘punch” com 5 milimetros (mm) de diametro, apds assepsia e anestesia por puncao
intradérmica com lidocaina a 2%. Fragmentos de 4 micrometros (um) das lesGes foram
preparados e fixados em formol e embebidos em parafina. Apds analise de diagnostico
do fragmento, o restante da amostra foi destinado a pesquisa das células ILC e NKT.
Através do auxilio do patologista, foram feitos cortes, a partir de blocos de parafina, nos

locais apontados como lesdes de hanseniase.

2.5 Imunofluorescéncia e microscopia confocal

O uso da microscopia confocal ja esta consolidado no campo da
imunologia, pela possibilidade de utilizar marcadores fluorescentes, que promovem uma
imagem tridimensional, com maior resolucédo e sensibilidade.(16:16) Para a marcacéo de
imunofluorescéncia, foram feitos cortes de 5mm, que foram desparafinados em estufa a
60°C por 40min. Em seguida, foram diafanizados em xilol por 10 minutos, a temperatura
ambiente, hidratados em uma bateria de alcool etilico (concentracdes de 100, 95 e 70%)
por 30 segundos em cada concentracdo e por ultimo permaneceram por 1 minuto em
agua corrente. Em seguida, as laminas passaram por um processo de desmascaramento
em tampao citrato (pH 6,0) durante 15 minutos no micro-ondas. Em seguida, as laminas
foram lavadas 3 vezes com tampéao fosfato-salino (PBS — phosphate buffered saline)
acrescido de 0,5% de Tween-20, incubadas por 10 minutos com Saponina 0,5% para a
permeabilizacdo e, em seguida, com a solucdo de bloqueio (2% de glicina em PBS +
albumina do soro bovino 1%) por 1 hora, a temperatura ambiente.

Para marcacgdo das células NKT, os tecidos foram incubados com os
anticorpos primarios de camundongo anti-humano CD1d (clone NOR3.2/13.17) da
Abcam (Cambridge, UK) e coelho anti-humano CD3 (clone MRQ-39) da Cell Marque™
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(Darmstadt, Germany) por 18 horas. As laminas foram entdo lavadas com PBS. Os
anticorpos secundarios utilizados foram alexa 488 anti-camundongo e alexa 568 anti-
coelho (Life Technologies Waltham, MA, USA), em incubacdo por 2 horas e em
temperatura ambiente. As laminas foram novamente lavadas com PBS e incubadas com
os anticorpos anti-CD8 PE-CF594 (RPA-T8) e anti-TNF-a PE (MAb11) ambos da BD
Biosciences (San Jose, CA, USA) e anti-CD4 BV605 (OKT4), anti-IL-9 Alexa-647
(MH9A3), e anti-IFN-A PE-Cy7 (B27) da BioLegend (San Diego, CA, USA) por 2 horas,
a temperatura ambiente.

Para a marcacéo das células ILC2 os tecidos foram incubados com
anti-CD7 célula apresentadora de antigenos (APC — antigen-presenting cells) (8H8.1) da
Beckman Coulter (Brea, California, United States), anti-CD117 PE-CY7 (104D2), anti-
CD127 BV605 (HIL-7R-M21), anti-CRTH2 PE-CF594 (BM16) e anti-CD45 APC-H7 (2D1)
durante 2 horas, a temperatura ambiente.

Apoés a incubacdo com os anticorpos, os tecidos foram lavados com
PBS e finalmente, foi feita a incubacdo com DAPI (4’ 6-diamidine-2-phenylindole) para a
marcacao do nucleo celular durante 5 minutos. As laminas foram montadas com o
reagente anti-desbotamento (Prolong Golgi, Life Technologies) e lidas em microscopio
confocal LSM 710 (Carl Zeiss Jena, Germany). As imagens foram feitas utilizando o
software ZEN 2012 SP2 (Black, 64 bits) Release Version 11.0 (Carl Zeiss, Jena,
Germany). Para cada amostra, foram feitas fotos de 3 a 5 campos ao longo de toda a
lamina.

As fotos foram entédo analisadas por um especialista em confocal, que
avaliou a viabilidade das fotos e realizou a contagem manual da quantidade ILC e NKT
por foto, utilizando os mesmos critérios para todos os pacientes e fotos. Para a
verificacdo da producéo de citocinas e dos subtipos de NKT, foi realizada nova analise,
a partir das células NKT ja selecionadas previamente. Foi realizada a verificacdo da

presenca ou auséncia do marcador, também utilizando os mesmos critérios.

2.6 Extracédo de RNA e PCR guantitativo em tempo real

As amostras de PBMC foram descongeladas e em seguida o RNA foi
extraido usando o kit Pure Link® RNA Mini (Thermo Fischer Scientific), seguindo as

instrucbes do fabricante. Com o objetivo de eliminar o DNA residual gendémico extraido
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junto com o RNA, as células foram lisadas com solucdo de lise acrescida da enzima
RNAsefree (DNAse I), na propor¢cao 1:100. Para cada orificio da placa foi adicionado
50uL da solugéo de lise, seguido por incubagéo por 5 minutos em temperatura ambiente.
Apés a incubacéo, foi acrescentado SuL de solugéo Stop e incubado por 2 minutos. Ao
final, o lisado totalizou 55uL contendo RNA total e foi realizada a quantificacdo em
NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

O cDNA foi obtido a partir de 400ng de RNA total usando a
Transcriptase Reversa SuperScript™ IIl (Thermo Fischer Scientific). As reacdes foram
realizadas no sistema QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems)
usando o SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies). As reacbes foram
incubadas a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. As amostras foram analisadas em triplicata e normalizadas de acordo com
os niveis de amplificacdo do gene constitutivo gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e GATAS, IL-6, Va24, PLZF e IL-9, encomendados da Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA). As sequéncias primers forward e reverse para 0os genes de interesse estao
descritas a seguir (Quadro 3). Os niveis de expressado génica foram calculados usando
a quantificacéo relativa do software Thermo Fisher Cloud. As expressdes relativas de
MRNA foram analisadas usando o método AACT e normalizadas para a expressao do
gene de referéncia GAPDH, sendo que a mediana da expressao dos controles foi

definida como 1.

Quadro 3. Sequéncia de primers forward e reverse utilizadas para a identificacao
dos genes de interesse

Gene Forward Reverse

PLZF CATCTGCAGTGAGTGCAACC TGCCACAGAACTCACACTCG
Va24 TGATCATCCTGGAGGGAAAG TGTCAGGGAAACAGGACCTC
IL-9 TGGACATCAACTTCCTCATCA TGCCCAAACAGAGACAACTG
GATA3 CGGGCTCTATCACAAAATGAA GTGTGGTTGTGGTGGTCTGA
GAPDH ATTGCCCTCAACGACCACTT TGCTGTAGCCAAATTCGTTGTC
IL-6 AAGCCAGAGCTGTGCAGATG GTTGGGTCAGGGGTGGTAT

2.7 Imunofenotipagem de superficie celular em células mononucleares do sangue

periférico

Apos a transferéncia das células descongeladas para uma placa de
96 pocos com fundo em V (NUNC® Brand Products), esta foi centrifugada a 1800rpm por
5 minutos e sobrenadante descartado. Para lavagem celular foi adicionado 170uL do
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tampao de citometria (PBS + 10% de soro fetal bovino), feita nova centrifugacéo de
1800rpm por 5 minutos e em seguida, o sobrenadante foi desprezado. Para iniciar a
marcacgao das proteinas de superficie das células, foram adicionados os anticorpos
monoclonais previamente titulados.

Os painéis utilizados foram: CD14 (APC- H7, clone M5E2) e PDL-1
(PeCy7, clone MIH1) ambos da BD Biosciences (San Jose, CA, USA), CD16 (FITC, clone
3G8) da Beckman Coulter (Brea, California, Estados Unidos), CXCR3/CD183 (Brilliant
Violet 785, clone G025H7), CCR2 (PE, clone K036C2) e CD163 (PerCP Cy5, clone
GHI/61) da BioLegend (San Diego, CA, USA) para mondcitos. Ja na identificacdo de DC
foram utilizados os anticorpos CD11c (APCCy7, clone HL3), CD123 (PE, clone 9F5),
Lin1(CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56, FITC, CAT 340546), PDL1 (PeCy7, clone
MIH1) e HLA-DR (Bv711, clone G46-6) todos da BD Biosciences. Também foram
analisadas as células NKT e ILC2, pelo seguinte painel Va24 (PeCy7, clone C15) e Vb1l
(Fitc, clone C21) ambos da Beckman Coulter, CRTH2 (PeCF594, clone BM16), CD127
(AF 646, clone HIL-7R-M21), CD3 (BV711, clone UCHT1), CD4 (APC-H7, clone RPA-
T4) e CD8 (PE, clone HIT8a) todos da BD Biosciences. Para excluir as células mortas
foi utilizado o reagente LIVE/DEAD™ “Fixable Red Dead Cell Stain Kit, for 488nm
excitation” (CAT L23102) da Thermo Fischer Scientific.

As células permaneceram sob incubac¢do por 30min no escuro em
temperatura ambiente. ApGs esse tempo foram centrifugadas e ressuspendidas em
170uL de tampéo de citometria para lavagem, sendo entdo adicionada 200uL de tampé&o
de citometria para subsequente leitura em citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD
Biosciences). A estratégia de gate foi definida através de fluorescéncia menos um
(FMO).(168)
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Quadro 4. Diluichdo dos anticorpos utilizados para
imunofenotipagem de mondcitos, células dendriticas, ILC2 e
NKT
Painel Anticorpo  Concentracéo (em 10)
CD14
CD16
CXCR3/CD183
CCR2
CD163
PDL1
CD11c
CD123
Células dendriticas Linl
PDL1
HLADR
CRTH2
CD127
ILC2 CD3
TNF
IL4
IFN
Vb1l
Va24
NKT CD3
CD4
CD8
ILC2: células linfoides inatas do tipo 2; NKT: células T
matadoras naturais.

Monécitos
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2.8 Andlise funcional das células ILC2 e NKT

Para a andlise da funcionalidade das células ILC2 e NKT, a producédo
de citocinas produzidas por estas células foi avaliada. Os PBMC foram incubados com
100ng/mL phorbol 12-myristate 13-Acetato (PMA-Sigma) e 500ng/mL ionomicina
(Sigma). Apés 1 h a 37°C e 5% CO2 foram adicionados 5mg/mL de monensina 5mg/mL
(Golgi Stop) e 5mg/mL de brefeldina A (Golgi Plug). Apos incubacdo durante 18h, as
células foram lavadas com 170uL de tampdo de citometria e incubadas com os
anticorpos de superficie.16® Nas células foi adicionado o reagente de
fixacdo/permeabilizagéo da Life Technologies de acordo com instru¢des do fabricante.
As células foram incubadas com TNF (AL700, clone MAb11) da BD Biosciences e IL-4
(BVv421, clone MP4-25D2) e IFN (BV785, clone 4S.B3) ambos da BioLegend.

Depois disso, as ceélulas foram lavadas com tampéo de citometria,
ressuspendidas e adquiridas em citdbmetro de fluxo LSR Fortessa™ (BD Biosciences).
Para as andlises, foram utilizadas células ndo estimuladas. Todas as amostras foram

analisadas com o software FlowJo™, versao 9.9 (Tree Star).
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2.9 Analise estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 6.0, onde atribuimos
o teste de Mann-Whitney e correlacdo de Pearson ou Spearman e atribuimos o valor de
significancia de 5% (p<0,05). Para a representacdo grafica das analises, utilizamos

mediana (M) e intervalo interquartil (IQR — interquartile range).



26

3 RESULTADOS

3.1 Dados demogréficos e laboratoriais

Apés a coleta de sangue periférico dos 12 pacientes diagnosticados
com hanseniase e dos 10 controles saudaveis, foi feito hemograma sendo comparada
os valores de hemoglobina, hematdcrito, leucocitos e linfocitos.

Através da andlise desses dados e do prontuario dos pacientes, foi
observado que a mediana das idades foi de 47,5 anos e dos controles saudaveis de 50
anos. Em relacdo a distribuicdo entre os géneros, 10 pacientes (83,3%) eram do sexo
masculino e 2 pacientes (16,7%) eram do sexo feminino. Entre os do Grupo Controle, 8
(80%) do sexo masculino e 2 (20%) do sexo feminino.

A analise dos dados laboratoriais (Tabela 1) demonstrou que os
pacientes apresentaram diminuicdo do numero de linfocitos (Figura 2A) e uma
diminuicdo dos valores de hemoglobina (Figura 2B) quando comparado aos controles

saudaveis.

Tabela 1. Dados demogréficos e laboratoriais dos pacientes

Sexo Idade Hemoglobina Hematécrito Leucécito Linfcito
(%) (9/dL) (%) (HL)
Pacientes, n=12
Masculino 83,3 47 +/-12,7 13,7 +/-1,29 39,8+/-4,3 6.980 +/-4,5 1.920 +/-0,7
Feminino 16,7 46 +/- 15,6 9+/-3,3 34,05 +/-8,7 7.150+/-1,8 2.100 +/-0,6
Controles, n=10
Masculino 80 50+/-12,5 14,9 +/-0,8 41 +/-1,8 7.250 +/-1,3 2450 +/- 0,5
Feminino 20 53+4/-11,3 13,8 +/- 2,3 40,1 +/-7,5 7.455+4/-15 2450 +/-1,2

*Dados expressos em mediana e desvio padrdo. Valores de referéncia: hemoglobina (feminino 12 a
16g/dL; masculino: 13,5 a 18g/dL); hematdcritos (feminino: 35 a 45%, masculino: 40 a 50%); leucdcitos
totais (feminino: 4100 a 8900mm3/uL; masculino: 3600 a 9100mm?3/uL) e linfocitos (feminino: 1200 a
5200mm3/uL; masculino: 1200 a 5200mm3/pL).
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A) Comparacao entre a porcentagem de linfécitos totais. B) Comparacgéo entre
os valores de hemoglobina (g/dL). Realizado teste de Mann-Whitney; valor
atribuido para p<0,05.

Figura 2. Mediana dos valores de hemograma dos pacientes e dos controles

3.2 Dados clinicos

Ao analisar os dados clinicos, todos os pacientes foram classificados
com hanseniase multibacilar.

Em relacdo aos estados reacionais, 33,3% dos pacientes
apresentaram reag0des do tipo 1, 8,3% dos pacientes tiveram reacgao do tipo 2 e 8,3%

dos pacientes tiveram reacao mista (tipo 1 e tipo 2) (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados clinicos

Multibacilar Reacao Reacao Reacao
(%) tipo 1 (%) tipo 2 (%) tipo 1 e tipo 2 (%)
Pacientes, n=12 100 33,3 8,33 8,33

Dados expressos em mediana.

Uma das principais caracteristicas da hanseniase é o
comprometimento nervoso. O nervo ulnar foi 0 mais acometido, estando comprometido
bilateralmente em 83,3% dos pacientes e unilateralmente em 8,3%. Os pacientes
também apresentaram acometimento de nervo radial (33,3% bilateral), nervo fibular
(50% bilateral e 8,3% unilateral) e nervo tibial posterior (33,3% bilateral).

Cerca de 58,3% dos pacientes ndo tinham nenhuma comorbidade
associada. Dentre aqueles com outros diagndésticos, apenas um paciente tinha etilismo,
um paciente com carcinoma basocelular, um com diabetes mellitus, hipertensé&o arterial
sistémica e dislipidemia e um com diagndstico prévio de sifilis.

A avaliacdo do grau de incapacidade é uma medida importante na
analise do estado clinico!? e foi avaliado no inicio e no fim do tratamento. Em relacéo
aos escores iniciais, 66,7% dos pacientes tiveram escore total | e 16,7% com escore total
II. Ao analisar as regifes especificas, a regido mais afetada foram os pés, com 75% dos
pacientes com escore | e 8,3% com escore |l; seguido pelas maos com 33,3% com
escore | e 16,7% com escore Il, sendo os olhos a regido menos afetada, com 83,3% com
escore 0 (Tabela 3).

Em relacdo aos escores finais, poucas alteracdes foram observadas,
sendo que 1 paciente teve regressao do seu escore de | para 0, reflexo de uma melhora
clinica. O restante dos pacientes manteve seus escores ou nao terminaram 0S seus

tratamentos.



Tabela 3. Avaliacdo do grau de incapacidade no inicio e no final do tratamento
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Grau de incapacidade inicio

Grau de incapacidade final

Paciente Olho Mao Pé Total Olho Mao Pé Total
1 S I I [ S 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 I I 0 0 | |
4 0 | | | 0 | | |
5 0 0 I I 0 0 | |
6 0 Il Il Il 0 1] Il Il
7 0 Il | Il S S S S
8 [ I I [ [ [ [ I
9 0 0 0 0 0 S S S
10 0 0 I [ 0 0 [ I
11 0 0 I [ S S S S
12 0 I I I S S S S

S indica dados nao disponiveis.

3.3 Tratamento

A poliquimioterapia escolhida foi 0 esquema para o tipo multibacilar.

Na maioria dos pacientes que apresentaram reacdes do tipo 1 e/ou 2 foram associadas

prednisona e/ou talidomida (33,3%). O tempo médio de tratamento foi de 12,9 meses e

a mediana foi de 10,5 meses, sendo que o tempo maximo de tratamento foi de 25 meses.

O tempo de tratamento O se refere a aqueles pacientes que nao concluiram o tratamento.

(Tabela 4).

Tabela 4. Tipo, tempo e adesdo ao tratamento dos pacientes

Tempo de
N° paciente Medicamentos tratamento Adeséo
(meses)

1 MB MDT 10 Alta

2 MB MDT 13 Alta

3 MB MDT/Talidomida/Prednisona 13 Alta

4 MB MDT/Talidomida/Prednisona 11 Alta

5 MB MDT 25 Alta

6 MB MDT 5 Abandono

7 MB MDT/Prednisona 0 Em tratamento
8 MB MDT 12 Alta

9 MB MDT 0 Em tratamento
10 MB MDT/Prednisona 14 Alta

11 MB MDT 0 Abandono
12 MB MDT 0 Encaminhado

MB MDT: multibacillary-multidrug therapy.
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3.4 Avaliacdo da expressdo génica das células linfomononucleares do sangue

periférico de pacientes com hanseniase multibacilar

Foi avaliada a expressao génica, via PCR em tempo real, das
citocinas IL-6 e IL-9. Foi encontrado que IL-6 estava aumentada nos pacientes (Figura
3A) mas que IL-9 estava diminuida (Figura 3B), quando comparada aos controles, o que

pode se relacionar com o perfil mais anti-inflamatério dos pacientes com hanseniase

multibacilar.
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) p=0.0001
60- A
iy
9
:;" 40- A
-
20+
A
A |A
0 A l A - P e}
Pacientes Controles
4-
p=0.0021 o®
B)
3. ——
-
g 2 . ]
o
A
— ol o
od......°- VYR oV L e ISR
_1 | | | |
Pacientes Controles

A) A expressdo de IL-6 estava aumentada nos pacientes quando
comparado aos controles saudaveis. B) A expressdo de IL-9 estava
diminuida nos pacientes quando comparado aos controles saudaveis.
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05. ILC6:
células linfoides inatas do tipo 6.

Figura 3. Expressdo génica nas células PMBC de IL-6 (A) e IL-9 (B) em
pacientes com hanseniase multibacilar
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O GATA3(9 é um fator de transcrigdo caracteristico e essencial para
as ILC2 e relacionado a resposta Th2, que esta aumentado nos pacientes (Figura 4A),
assim como o fator PLZF (Figura 4B). Apesar de nao ser exclusivo, o fator de transcricao
PLZF é importante para as fungdes efetoras das células NKT,*7 sendo que o outlier foi
um paciente que apresentou reagao tipo 1.

Contudo, a expressdo de Va24 esta diminuida (Figura 4C), o que
sugere uma menor circulacdo das células NKT na periferia de pacientes com hanseniase

multibacilar.
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A) A expressao de GATAS estava aumentada nos pacientes quando
comparado aos controles. B) A expressdo de PLZF estava
aumentada nos pacientes quando comparado aos controles. C) A
expressdo de Va24 estava diminuida nos pacientes quando
comparado aos controles. Realizado teste de Mann-Whitney; valor
atribuido para p<0,05.

Figura 4. Expressao génica nas células PMBC de GATA3, PLZF e
Va24 em pacientes com hanseniase multibacilar
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3.5 Avaliacdo da frequéncia de células da imunidade inata no sangue periférico

3.5.1 Avaliacdo da frequéncia e da funcionalidade das células ILC2 no sangue

periférico

As células ILC2 foram caracterizadas através da expresséo de CD294
(CRTH2) e CD127 e negativas para marcadores de linhagem (Lin negativo). Apesar de
uma certa heterogeneidade, foi encontrada uma reducéo estatisticamente significante
nos pacientes com hanseniase multibacilar quando comparado aos controles (Figura
5A). Ao estimular as células com PMA+ionomicina, ndo se teve diferenca estatistica
entre os grupos (Figura 5B). Em ambos os casos, os outliers, foram pacientes diferentes

gue apresentavam reacao do tipo 1, em tratamento com prednisona.
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A) %ILC2 ndo estimuladas. Houve uma reducdo da
frequéncia das células ILC2 no sangue periférico de
pacientes com hanseniase multibacilar quando
comparada aos controles saudaveis. B) %ILC2
estimuladas. N&o houve diferenga estatistica na
frequéncia das ILC2 ao serem estimuladas. Realizado
teste de Mann-Whitney ; valor atribuido para p<0,05. ILC2:
células linfoides inatas do tipo 2.

Figura 5. Frequéncia (%) das células ILC2 nos pacientes
com hanseniase e controles saudaveis, via citometria de
fluxo

Em relacdo a producéo de citocinas, nas células estimuladas, néo foi
observada diferenca estatistica em relacdo ao IFN-y entre os grupos (Figura 6A), porém
0S pacientes apresentam um aumento na expressao de IL-4 (Figura 6B) e TNF (Figura
6C). Em relacdo ao TNF, dentre os pacientes que apresentaram a maior producao,

estavam aqueles que tiveram reagao do tipo 2 ou mista.
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A) Nao foram encontradas diferencas estatisticas na
producédo de IFN-y. B) Os pacientes apresentaram maior
expressdo de IL-4. C) Os pacientes apresentaram maior
expressdo de TNF. Realizado teste de Mann-Whitney ;
valor atribuido para p<0,05. ILC2: células linfoides inatas
do tipo 2; TNF: fator de necrose tumoral.

Figura 6. Producdo de citocinas pelas células ILC2
estimuladas, comparando pacientes com hanseniase
multibacilar e controles saudaveis, via citometria de fluxo
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3.5.2 Avaliacdo da frequéncia das células NKT no sangue periférico

As células NKT foram caracterizadas, via citometria de fluxo, pela
expressdao de CD3, Vb1l e Va24. Nas células ndo estimuladas, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os pacientes e os controles (Figura 7A), sendo que um
paciente com reacao do tipo 1 se apresentou como um outlier. Ao estimular as células
com PMA+ionomicina, o aumento das células NKT em relacdo aos controles foi
estaticamente significante (Figura 7B). Pela baixa frequéncia dessas células na

circulacdo sanguinea, nao foi possivel realizar a andlise da producéo de citocinas.
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A) %NKT néo estimuladas. N&o foram observadas diferencas
estatisticas. B) %NKT estimuladas. Foram observadas um
aumento das células NKT nos pacientes. Realizado teste de
Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05. NKT: células T
matadoras naturais.

Figura 7. Frequéncia das células NKT nos pacientes com
hanseniase e controles saudaveis, analisada via citometria de
fluxo
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Foi observada uma correlacdo positiva e estaticamente significante
entre as células NKT e ILC2 (R quadrado 0,9019, IC 95% 0,8260 0,9861, valor-p<0,0001)
(Figura 8), dos pacientes com hanseniase, o que nao foi encontrado nos controles

saudaveis.
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Realizada a correlacdo de Pearson R quadrado 0,9019, IC 95% 0,8260 —
0,9861, valor-p<0,0001. NKT: células T matadoras naturais; ILC2: células
linfoides inatas do tipo 2.

Figura 8. Correlacdo entre a frequéncia de células NKT e ILC2 de
pacientes com hanseniase multibacilar

3.5.3 Avaliacédo da frequéncia e fen6tipo dos mond6citos no sangue periférico

Os mondcitos foram observados através da expressdao de CD14 e
CD16, via citometria de fluxo. Os classicos foram CD14** e CD16, os nado classicos
CD14*CD16™ e o grupo intermediario CD14**CD16* (Figura 9D). Os mondcitos
classicos estavam diminuidos (Figura 9A) e os intermediarios (Figura 9C) estavam
aumentados nos pacientes quando comparados aos controles. Ja 0s mondcitos nao

classicos néo apresentaram diferenca estatistica (Figura 9B).
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A) Havia uma diminuicdo dos mondcitos classicos nos pacientes. B) Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes nos mondcitos ndo classicos. C) Foram observadas um
aumento dos intermediarios nos pacientes. D) Gréficos representam a estratégia de gate utilizada.
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05.
Figura 9. Frequéncia dos subtipos de monécitos no sangue periférico de pacientes com hanseniase
multibacilar, comparado com controles, via citometria de fluxo
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Foi avaliada a expresséo de PDL1 e de CD163 nos diferentes subtipos
de mondcitos, nos pacientes e controles. Em relacdo ao PDL1, os classicos
apresentavam uma diminuicdo da expressao (Figura 10A), enquanto os intermediérios
apresentaram um aumento nos pacientes quando comparado aos controles (Figura
10C). Assim como a frequéncia absoluta, ndo houve diferenca estatistica para a

expressdo de PDL1 nos néo classicos (Figura 10B).
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A) Havia uma diminuicdo da expressdo de PDL1 dos
mondcitos classicos. B) Havia um aumento da expresséo de
PDL1 dos mondcitos intermediarios. C) Nao foram
observadas diferenca estatistica em relacdo aos néao
classicos. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido
para p<0,05. PDL1+: ligante de morte programada 1+.
Figura 10. Frequéncia da expresséo de PDL1 nos diferentes
subtipos de mondcitos em pacientes com hanseniase,
comparado com controles, via citometria de fluxo

40



41

O CD163 é um marcador caracteristico dos monaocitos intermediarios,
gue apresenta relagdo com atividade fagocitica e anti-inflamatoria. Conforme esperado,
0S monacitos intermediarios tiveram a maior expressdo de CD163 (Figura 11C) e em
todos os subtipos, a expressdo de CD163 foi maior nos pacientes quando comparado

aos controles.
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A expressdo de CD163 foi maior nos pacientes quando
comparado: A) Aos controles nos mondcitos classicos. B)
Aos controles nos mondcitos nao classicos. C) Aos controles
nos monocitos intermediarios. Realizado teste de Mann-
Whitney; valor atribuido para p<0,05.

Figura 11. Frequéncia da expressdo de CD163 nos
diferentes subtipos de monécitos em pacientes com
hanseniase, comparado com controles, via citometria de
fluxo
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A expressao de quimiocinas € essencial para o trafego dos monacitos.
Foi avaliada a expressao dos receptores CXCR2 e CXCR3 nos diferentes subtipos. Em
relacdo aos mondacitos classicos, o duplo negativo (CXCR3 CCR2") estava diminuido, de
forma estatisticamente significante, nos pacientes quando comparado aos controles
(Figura 12A). Nas demais analises, duplo positivo ou apenas CXCR2* ou CXCR3*, ndo
foram encontradas diferencas estatisticas (dados ndo mostrados).

J& para os ndo classicos, apesar da pequena porcentagem, a
expressdo somente de CCR2 (CXCR3-CCR2+), foi estatisticamente maior nos pacientes
guando comparado aos controles saudaveis, sendo que um paciente que apresentava

reacao do tipo 1, correspondeu ao maior valor (Figura 12B).
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A) Frequéncia (%) de mondcitos classicos CXCR3
negativos e CCR2 negativos. Havia uma diminui¢do da
populacao dupla negativa nos pacientes. B) Frequéncia
(%) de mondcitos ndo classicos CXCR3 negativos e
CCR2 positivas. Havia um aumento nos pacientes
guando comparado aos controles. Realizado teste de
Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05.

Figura 12. Diferencas entre a expressdo de CXCR3 e
CCR2 em pacientes com hanseniase e controles
saudaveis nos mondcitos classicos e ndo classicos
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No caso dos monacitos intermediarios, foi observado um aumento nos
pacientes da expressdo de ambos os receptores de quimiocinas, principalmente de
CCR2 (Figura 13A e B), mas também do grupo duplo positivo (Figura 13C), o que poderia
indicar um recrutamento dessa populacéo para as areas de lesdo, apesar da populacéo

duplo negativa também estar aumentada (Figura 13D).
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estavam estatisticamente aumentadas nos pacientes com hanseniase multibacilar quando comparadas

aos controles. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05.

Figura 13. Diferencas entre a expressdo de CXCR3 e CCR2 em pacientes com hanseniase e controles

saudaveis nos mondcitos intermediarios
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3.5.4 Avaliacdo da frequéncia e fenotipo das células dendriticas no sangue

periférico

Fenotipicamente, via citometria de fluxo, as DC n&o expressam certos
marcadores de linhagem (Lin negativas) e expressam altos niveis de MHCII, sendo que
0s subtipos podem ser diferenciados pela expressédo de CD11c e CD123, as mieloides
sendo CD11c** CD123* e as plasmocitoides, CD11c  CD123** (Figura 14D).

Ndo se teve diferenca estatisticamente significante entre as
porcentagens totais de DC nos pacientes com hanseniase quando comparados aos
controles (Figura 14A). Ao analisar os diferentes subtipos, as mDC estavam diminuidas

e as plasmocitoides aumentadas nos pacientes (Figura 14B e C).
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A) Frequéncia (%) de células dendriticas totais. Nao houve diferenga estatistica. B) Ao analisar os
subgrupos, as dendriticas mieloides estavam diminuidas nos pacientes. C) As plasmocitoides
estavam aumentadas nos pacientes. D) Graficos representam a estratégia de gate utilizada para
identificacdo das células dendriticas. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido para p<0,05.
Figura 14. Frequéncia das células dendriticas no sangue periférico de pacientes com hanseniase
multibacilar e controles saudaveis

A expressdo de PDL1 foi também analisada nas DC. As mDC
apresentavam uma reducao na expressao (Figura 15A) mas as plasmocitoides (Figura

15B) apresentavam um aumento, ambas diferencas estatisticamente significantes.
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A) Havia uma diminuicdo da expressdo de PDL1 nas
dendriticas mieloides quando comparadas aos controles. B)
Havia um aumento da expressédo de PDL1 nas dendriticas
plasmocitoides quando comparadas aos controles.
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuido para
p<0,05. PDL1+: ligante de morte programada 1+.

Figura 15. Expresséo de PDL1 pelos diferentes subtipos de
células dendriticas

3.6 Avaliacédo da presenca de células linfoides inatas do tipo 2 no tecido lesionado

de pacientes com hanseniase multibacilar

A partir das amostras de biopsias de pele de pacientes com
hanseniase multibacilar, foi avaliada a presenc¢a de ILC2 nas areas de lesdo previamente
identificadas, antes e ap6s o inicio do tratamento. As células ILC2 foram aquelas que
expressavam simultaneamente CD45, CRTH2 e CD127 (Figura 16A). Com excecao de

um paciente, que apresentava reacao tipo 1, foi identificada uma tendéncia a diminuigéo
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de células ILC2 (Figura 16B), apds o tratamento, contudo ndo foi encontrada diferenca

estatistica quando comparados 0s grupos.
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A) Foram consideradas células ILC2 aquelas que expressam CD45
(vermelho), CRTH2 (verde) e CD127 (azul) e DAPI (marcador nuclear).
B) Para cada paciente, foram feitas de 3-5 fotos do campo da leséo.
Assim, foi realizada a contagem do ndmero de ILC2 por foto, com o
céalculo da média de células/foto. ILC2: células linfoides inatas do tipo
2.

Figura 16. Imunomarcacao de células linfoides inatas em tecido de
pacientes com hanseniase
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3.7 Avaliacdo da presenca de células T matadoras naturais no tecido lesionado de

pacientes com hanseniase multibacilar

Foi avaliada a presenca dessas células nas lesdes provenientes dos
pacientes com hanseniase, sendo identificadas como células NKT aquelas que
expressavam CD1d e CD3 (Figura 17A). Observou-se um aumento geral no nimero de
células NKT apés o inicio do tratamento, exceto em um paciente que apresentou uma
diminuicao. E interessante notar que o paciente que ndo seguiu a tendéncia de aumento
das células NKT também apresentou diferenca para as células ILC2 e foi diagnosticado
com reacdo do tipo 1 (Figura 17B). Porém, também néo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre a quantidade de NKT antes e ap0s o inicio do

tratamento.
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A) Representacdo da sobreposicdo das marcagbes, CD3 (laranja) CD1d
(verde), DAPI (azul) e a sobreposicdo dos marcadores. B) Para cada paciente,
foram feitas de 3-5 fotos do campo da lesdo. Assim, foi realizada a contagem
do nimero de NKT por foto, com o calculo da média de células/foto. NKT:
células T matadoras naturais.

Figura 17. Imunomarcacao de células T matadoras naturais em &reas de lesdo
por hanseniase

Houve uma correlacdo negativa estatisticamente significante
(Pearson R quadrado 0,8218 IC 95% -0,9899 a -0,359, valor-p=0,0127) entre a
guantidade de ILC2 e de NKT nas areas de lesédo antes do tratamento (Figura 18). Essa
correlacdo nédo foi estatisticamente significante apds o tratamento (dados nao

mostrados).
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ILC2 e NKT nas areas de lesao pre-tratamento

15+
.
10+ e
o™
.
o .
o .
P
0 L] ] ] ]
0 2 4 6 8
NKT

Realizada a correlagéo de Pearson R quadrado 0,8218 IC 95% (-0,9899 a -
0,359), valor-p: 0,0127. ILC2: células linfoides inatas do tipo 2; NKT: células
T matadoras naturais.

Figura 18. Correlagdo entre a frequéncia de células NKT e ILC2 de pacientes
com hanseniase multibacilar nas areas de lesédo antes do inicio do tratamento

Foi avaliada a secrecédo de citocinas pelas células NKT nas areas de
lesdo antes e depois do tratamento. Foi encontrada a presenca de TNF e IL-9 na pele
(Figura 19A). Em relacdo ao TNF, foi observada uma tendéncia ao aumento da
quantidade apos o tratamento (Figura 19B), mas sem diferenca estatistica entre os
grupos. Analisando de forma individual, o paciente que apresentou rea¢ao do tipo 2,
antes do tratamento foi 0 Unico a ndo apresentar nenhuma NKT com TNF*, porém apés
o tratamento, foi esse o individuo que apresentou os maiores valores absolutos de
NKT*TNF*. O paciente com reacao do tipo 1, foi o Unico a apresentar uma reducao da
quantidade de células positivas apés o inicio do tratamento.

A analise das células NKT*IL-9* (Figura 19C), se mostrou similar
aguelas TNF*, também foi observada uma tendéncia ao aumento apés o tratamento,
sem diferenca estatistica. Além disso, de forma individual, os pacientes com reacao tipo
2 e reacdo tipo 1, também tiveram a analise similar.

Ao realizar a correlacao entre TNF e IL-9 produzidas pelas NKT nas
areas de lesdo apoOs o tratamento, observou-se uma correlacdo estatisticamente
significante (R quadrado 0,9256 IC 95% [0,5276 a 0,9976], valor-p 0,0088) (Figura 19D).

A correlagdo realizada com os valores pré-tratamento ndo foi estatisticamente
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significante (dados ndo mostrados). A expresséo de IFN-y estava muito diminuida em

todos os pacientes analisados, tanto antes como ap0s o tratamento.
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A) Imunomarcacao na area de lesdo das células NKT e expressdo de TNF (roxo), interleucina-9
(vermelho) e Interferon-y (amarelo). DAPI representa o marcador nuclear. B) Para cada paciente, foram
feitas de 3-5 fotos do campo da lesdo. Assim, foi realizada a contagem do nimero de NKT+TNF+ por
foto, realizando a média de células/foto. C) Realizada mesma analise, para as células NKT+IL-9+. D)
Correlagdo entre a média de células NKT TNF+ e IL-9+ apOs o tratamento, nas areas de lesao.
Realizada a correlacéo de Pearson R quadrado 0,9256 IC 95% (0,5276 a 0,9976), valor-p 0,0088. NKT:
células T matadoras naturais; IL9: interleucina 9; TNF+: fator de necrose tumoral +.

Figura 19. Producéo de citocinas pelas células T matadoras naturais em areas de lesdo de pacientes
com hanseniase
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4 DISCUSSAO

Em relagcdo a epidemiologia, apesar de uma amostra relativamente
pequena (12 pacientes), nosso estudo teve proporcdes similares com o perfil da
hanseniase no Brasil, com maior acometimento de homens adultos: 55,7% sendo a faixa
de 50-59 anos a mais acometida no boletim epidemiol6gico® e nesse estudo 83,3% dos
pacientes eram do sexo masculino, com a mediana de idade de 47,5 anos. Todos 0s
pacientes foram diagnosticados como multibacilares, que continua sendo a forma mais
comum da doenca, com aumento da proporcdo em relagdo a paucibacilares.(’%

A andlise dos parametros hematoldgicos, demonstrou que quando
comparado aos controles, os valores de hemoglobina e linfcitos estavam diminuidos.
Jé foi descrito que a diminuicdo dos valores de hemoglobina pode estar presente em até
65% dos pacientes com hanseniase e que isso pode ser explicado pelo fato da dapsona
levar a hemdlise. Contudo, nesse mesmo estudo foi detectada uma linfocitose ao invés
da linfopenia encontrada em nos nossos pacientes.!”? Essa discordancia pode ser
explicada pela alta prevaléncia de reacdes hanseniase no primeiro estudo, algo que néo
se repete com o grupo avaliado, apesar de n&o existir consenso na literatura em relagéao
as alteracdes na série branca.("3)

Na nossa analise sobre a expressdo génica no sangue periférico de
pacientes com hanseniase, encontramos um aumento de IL-6 e uma reducao de IL-9. Ja
foi descrita a importéancia da producao de IL-6 pelas ILC2 principalmente em infec¢des
por S. aureus® como da asma®’™ e na resposta contra patdgenos de pele, como
Staphylococcus aureus.74

O papel da IL-9 em infec¢bes bacterianas foi sugerido como protetor
em modelo de sepse induzida por Pseudomonas aeruginosa, no qual a sua atividade foi
acompanhada por reducdo de TNF-q, IL-12 e IFN-y.(17® Em resposta ao M. leprae,
demonstrou-se que IL-9 apresenta um comportamento Th2 atipico por induzir a uma
modulacdo da resposta imune e participar da interagdo com citocinas que controlam a
citotoxicidade em resposta a micobactéria.*’”) Em modelos murinos, foi demonstrado
que a IL-9 presente nos pulmdes de camundongos induz a producéo de IL-13 e que a
IL-9 pode ser produzida tanto por células ILC2 quanto por células NKT.(17® Essas

citocinas isoladamente ou em combinacgéo, reduzem o numero de células ciliadas e a
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resisténcia transepitelial durante a diferenciacdo do epitélio normal, induzindo assim um
mecanismo de reparo em modelos de asma.179

O GATA3 além de ser importante para a caracterizacao das células
ILC2(179esta associado a diferenciacdo Th2 e a producio de IL-5 e IL-13,(89) sendo que
mutacOes de GATAS3 ja foram relacionados com resisténcia e suscetibilidade para a
hanseniase.(8) O GATA3 esta aumentado nos nossos pacientes, o que corrobora o
perfil mais Th2 da hanseniase multibacilar. Além disso, o fator PLZF também esta
aumentando nos Nossos pacientes, apesar de uma reducdo de Va24, caracteristico das
NKT.

Apesar de ndo ser exclusivo, o fator de transcricdo PLZF é importante
para as funcdes efetoras das células NKT(®8D para a regulacdo da transcricdo de fator
de transcricdo Maf (c-Maf), inibidor da proteina de ligagdo ao DNA ID-2 (Id2) e
coestimulador indutivo de células T (ICOS), bem como os receptores pré-inflamatérios
de citocinas IL12Rb1 e IL18R1,179 sendo descrito também nas células T IL-17* y3,(182)
seu aumento na hanseniase pode estar relacionado com a ativagdo do sistema imune.

Noés avaliamos o papel das células da imunidade inata no sangue
periférico de pacientes com hanseniase multibacilar. Considerando os diferentes
subtipos de mondcitos, observamos uma diminuicdo da frequéncia nos classicos e
aumento nos intermediarios. Além disso, todos 0s subtipos apresentaram um aumento
da expressao de CD163 nos pacientes com hanseniase, sendo esse aumento ainda mais
expressivo no grupo dos monadcitos intermediarios.

Esses achados se correlacionam com alguns dados da literatura, que
demonstram a expansdo e o0 papel dos mondcitos intermediarios em situacfes
inflamatérias. Como na asma, na qual foram os mondcitos intermediarios que estavam
aumentados nos casos graves, também tendo um aumento na expresséo de CD163.(183
Outro estudo demostrou um aumento dos mondcitos intermediarios na artrite
reumatoide, sendo que eles foram potentes indutores da resposta Th17.(184

Em relagédo a expressao de CD163, ela foi positivamente regulada
pelas citocinas anti-inflamatérias (IL-6 e IL-10) e negativamente por LPS, IFN e TNF(185)
em monadcitos e macréfagos. Na hanseniase, ja foi demonstrado que tanto os valores de
CD163 expressos na superficie dos mondcitos®) como a concentracdo sérica do
CD163 soluvel (sCD163) apresentam uma correlacdo com a hanseniase
multibacilar.(186.18) Além disso, na leishmaniose, o sCD163 se correlacionou com a

gravidade da doenca e o Leishmania induziu a expressao de CD163 nos mondcitos e



54

neutréfilos.8”) Com isso, nossos resultados sugerem que o aumento dos mondcitos
intermediarios e da expressdo de CD163 esta relacionado com o perfil de resposta da
hanseniase multibacilar.

Ampliando a nossa analise, verificamos a expressao de receptores de
guimiocinas que se correlacionam com a capacidade de migracdo dos mondcitos. Os
monaocitos intermediarios, nos pacientes com hanseniase multibacilar, apresentavam um
aumento na expressdo de CXCR3 e de CCR2. Os nédo classicos apresentaram um
aumento na expressdo de CCR2 e os classicos apresentaram uma reducdo da
populacdo de duplo negativo (CXCR3 CCR2°) nos pacientes. Com isso, sugerimos um
possivel recrutamento dos mondcitos, inclusive dos intermediarios na hanseniase.

Resultados similares, foram encontrados em um estudo de
leishmaniose cutanea, que também descreveu um aumento na frequéncia dos mondcitos
intermediarios e na expressdo de CCR2 destes, sugerindo que eles migram para as
areas de lesdo na pele e assim contribuem para reagéo inflamatéria.(188)

O CCR2 foi descrito como essencial para o recrutamento de
mondcitos e DC para os pulmdes em modelos de tuberculose, sendo que sua dele¢céo
levou a uma maior mortalidade e carga do bacilo nos pulmdes.(18919) Também foi
proposto, que os mondcitos inflamatérios CCR2* sdo importantes para o transporte do
M. tuberculosis para os linfonodos.%) Na hanseniase, o CCR2 estava aumentado nos
linfécitos na circulagdo sanguinea,? mas ndo foram encontradas diferencas nas areas
de lesdo entre as diferentes formas clinicas ou controles saudaveis. %3

JA 0 CXCR3 é um receptor reconhecido por uma variedade de
guimiocinas, como CXCL4 e CXCL10, estando relacionado com a migracdo de
leucécitos e com a angiogénese.® Em mondcitos, a auséncia de CXCR3 levou a uma
diminuicdo da migracdo e metastase pulmonar em um modelo de melanoma.%) A
expressdo de CXCRS3 por mondcitos também foi demonstrada secundaria ao virus HIV,
levando ao recrutamento dessas células através da barreira hematocefélica e
contribuindo para o desenvolvimento de manifestacdes neurolégicas associadas ao
HIV.(1%) Na resposta as micobactérias, em um modelo animal, a deficiéncia de CXCRS3,
diminuiu a migracdo dos mondécitos infectados, o que limitou a disseminacao do bacilo e
a formacé&o de granulomas.(197

Além dos mondcitos, também avaliamos o perfil das DC na
hanseniase multibacilar. NO0s encontramos diferencas entre os subtipos, com uma

diminuicdo das mDCs e um aumento das plasmocitoides (pDcs) nos pacientes.
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As alteracbes nas frequéncias das DC, com aumento das
plasmocitoides também foram demonstradas em outras doencas. Em pacientes com
tuberculose pulmonar, houve uma diminuicdo dos valores de dendriticas totais e e
aumento das pDcs em relagcdo as mDCs, o que nao foi encontrado apds o tratamento.®99)
Um aumento das pDC também foi encontrado como fator protetor na dengue grave,?%)
enguanto uma diminuicdo das DC foi descrita na malaria.?®) Em doencas autoimunes,
como o vitiligo, as DC estavam aumentadas, 0 que se correlacionava positivamente com
a concentracgdo de IL-17 e negativamente com a de 1L-10.(202)

Tanto as células dendriticas como 0os mondcitos expressam PDL-1,
gue atua inibindo as células T, através da ligagdo com PD1, sendo relacionado com
anergia e diminuicdo da resposta imune.?%®) Na tuberculose, foi encontrado um aumento
da expresséo de PDL-1 e PD-1 nos mondcitos e linfocitos T de pacientes com a doenca
ativa, sendo que o bloqueio dessa ligacdo levou a uma proliferacdo dos linfocitos T
CDA4.2%4) O bloqueio da ligacdo de PD-1/PDL-1 também levou a uma maior ativacdo
imune e controle do patégeno, em estudos de malaria,?%® leishmaniose®%) e
cardiomiopatia induzida pelo Trypanosoma cruzi.?%")

Na hanseniase, a expressdo do PD1 estava aumentada nas células
T.(203.208) O aumento da expresséo de PDL-1 na hanseniase foi descrito nos linfocitos B,
mondcitos e DC, especialmente em pacientes com hanseniase multibacilar. A expressao
de PDL-1 nas células APC levou a uma diminui¢édo da ativacao e das acdes efetoras das
células T, o que contribui para a persisténcia da infeccdo pelo M. leprae.(65209 Na
hanseniase multibacilar, foi encontrado um aumento das células B reguladoras, com
aumento de IL-10, FoxP3 e PDL-1, o que levou ao aumento da expresséo de PD1 nas
Tregs.(?10)

Em nosso estudo, os mondcitos classicos e as mDC apresentavam
uma reducao na expressam de PDL-1 enquanto nos mondcitos intermediarios e as pDC,
houve um aumento da sua expressao, sendo que esses subtipos também estavam
aumentados em frequéncia. Portanto, o0 nosso estudo acrescenta informacdes aos dados
da literatura, destacando o papel dos mondcitos intermediarios e pDC, possivelmente
também através da expressao de PDL-1, levando a uma resposta imune menos efetiva.

Dada a complexidade da resposta imune a hanseniase, também
avaliamos as células ILC2 e NKT. NOs encontramos uma diminui¢cado da circulacao de
ILC2, mas com um aumento da producéo de IL-4 e TNF nos pacientes com hanseniase.

Em um modelo de infeccdo por Schistosoma haematobium, essa célula também foi
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descrita em numero diminuido na periferia de criancas infectadas, voltando ao valor basal
apos a cura da infecgdo. @

Para as células NKT, encontramos diferenca estatistica ao estimular
as células, com um aumento das NKT nos pacientes. Variacdes na frequéncia de NKT,
ja foram descritas em inumeras condi¢cdes. Uma diminuicdo das NKTs circulantes foi
encontrada em estudos lUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide, 2213 porém
seu aumento foi observado em pacientes com psoriase, no qual havia uma
superexpressdo de CD1d na pele e aumento na producdo de IFN-y.?1% Ainda, as NKT
podem ter uma funcdo protetora, através da producéo IL-19, como foi descrito em um
modelo de colite.?®

Ainda em relacdo a essas células na circulacdo sanguinea, nés
encontramos uma correlacdo positiva entre os valores de NKT e ILC2 nos pacientes, o
gue pode indicar um papel dessas células principalmente na fase inicial da infec¢éo. Para
aprofundar o estudo em relacdo a esses tipos celulares, nés também avaliamos o seu
comportamento nas areas de lesdo, antes e depois do inicio do tratamento, através da
microscopia confocal.

Com isso, identificamos uma tendéncia a diminuicdo de células ILC2
e um aumento das NKT apds o tratamento, mas sem diferenca estatistica. A correlacéo
entre as células ILC2 e NKT antes do tratamento foi negativa e estatisticamente
significante, o que ndo foi encontrado apds o tratamento.

A microscopia confocal foi descrita anteriormente como uma forma de
avaliacdo de danos nas pequenas fibras sensoriais da cérnea de pacientes com
diagndstico de hanseniase.?'6) Ademais, as células ILC2 foram caracterizadas utilizando
a microscopia confocal, em modelos de asma com camundongos.®” No tecido, as
células NKT j& foram descritas em linfonodos, pele de camundongos e em granulomas
apos inoculagdo de M. tuberculosis.®'8) Contudo, em nossos conhecimentos, essa foi a
primeira vez que essa metodologia foi utilizada para avaliar essas células em tecidos de
pacientes com hanseniase.

O recrutamento desses tipos celulares, ja foi avaliado em um modelo
de sepse com foco abdominal em camundongos. Nele, as ILC2 ja estavam aumentadas
nas areas infectadas nas primeiras 24 horas e com aumento da producéo de IL-33 no
plasma. Foi demonstrado um recrutamento inicial de ILC2 e NKT do figado para as areas
de lesé@o e uma possivel interacdo entre as NKT e ILC2, pois os camundongos deficientes

de iNKT tinham um menor recrutamento de ILC2.(219)
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Em relacéo a funcionalidade, investigamos a producéo de TNF, IL-9
e IFN-y pelas células NKT no tecido.??%221) Em relagdo ao TNF e a IL-9, foi observada
uma tendéncia ao aumento da quantidade apds o tratamento, mas sem diferenca
estatistica entre os grupos. Apés o inicio do tratamento, nés observamos uma correlacéo
positiva entre a producdo de TNF e IL-9. A expressao de IFN-y estava muito diminuida
em todos o0s pacientes analisados, tanto antes como apds o tratamento, ndo sendo
possivel realizar a analise.

Apesar do pequeno numero de pacientes avaliados, notamos
algumas particularidades em relacdo aos pacientes que apresentam reacao tipo 1, tipo
2 ou mista. Na analise da circulacao periférica, eles estavam entre os que apresentaram
a maior producao de TNF pelas ILC2 e expressdo de CCR2 pelos mondcitos. Nas lesdes
de pele, o paciente com reacéo tipo 1 apresentou uma tendéncia contraria aos demais
pacientes, com um aumento das células ILC2 e reducao das NKT apds o tratamento. O
paciente com reacao do tipo 2 foi o Unico a ndo apresentar nenhuma NKT com TNF*,
porém apds o tratamento, foi esse o individuo que apresentou os maiores valores
absolutos de NKT*TNF*. Apesar de serem resultados individuais, eles estdo de acordo
com a literatura, que demonstra uma diferenca na resposta imune dos pacientes com
reacGes hansénicas.(???)

Existem algumas limitagdes na interpretagdo dos nossos resultados.
Tivemos um namero limitado de pacientes (n=12) e que apresentavam o mesmo perfil
de hanseniase (multibacilar). Outro ponto foi que as analises pds-tratamento foram feitas
em diferentes pontos, sendo que o tempo de tratamento ndo foi homogéneo para todos
0s pacientes. Mais estudos devem ser feitos, com maior nimero de pacientes,
comparando o0s pacientes multibacilares e paucibacilares e possivelmente
correlacionado com a baciloscopia nas areas de lesdo e comparando com areas de
pacientes saudaveis. Também seria interessante avaliar outros aspectos funcionais e de
interacdo, principalmente dos mondcitos intermediarios e pDC. Em relacdo a
metodologia utilizada, ndo existem muitos protocolos e estudos disponiveis com 0 uso
de confocal para NKT e ILC2. Mais estudos na area, que possam fornecer
reprodutibilidade, podem ajudar a esclarecer a atuagéo dessas células em um tecido tdo

complexo como a pele.
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5 CONCLUSOES

1. Os mondcitos intermediarios apresentaram um aumento na
expressdo do marcador CD163 e dos receptores de quimiocinas (CXCR3 e CCR2) nos
pacientes com hanseniase multibacilar;

2. As células dendriticas plasmocitoides, em conjunto com o0s
mondcitos intermediérios, também apresentaram um aumento de PDL1, refletindo um
perfil especifico de resposta na hanseniase multibacilar;

3. Em uma avaliacao piloto das células ILC2 e NKT, observamos uma
diminuicao da circulacédo de ILC2, mas com um aumento da producéo de IL-4 e TNF nos
pacientes com hanseniase;

4. Para as células NKT, encontramos um aumento na circulagédo
sanguinea dos pacientes;

5. Nos tecidos, apesar das células ILC2 e NKT estarem presentes,
nao encontramos diferencas estatisticamente significantes antes e apds o inicio do

tratamento.
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Abstract

Introduction: Leprosy remains highly relevant and prevalent in Brazil and worldwide. The
immune response to the bacillus directly correlates with the different clinical
manifestations, paucibacillary and multibacillary. Studying innate immune cells in patients
with multibacillary leprosy may provide insights with diagnostic and therapeutic
implications. Purpose: To describe the profile of innate immune cells in patients with
multibacillary leprosy. Methods: Using flow cytometry, we analyzed the profile of innate
immune cells, such as monocytes, dendritic cells, ILC2, and NKT cells in the peripheral
blood of patients with multibacillary leprosy and compared it to healthy controls. In skin
lesion areas, the presence of ILC2 and NKT cells was assessed via confocal microscopy.
Results: We found that patients with multibacillary leprosy had increased levels of
GATA3 and IL-6 in peripheral blood, with decreased IL-9. Analysis of innate immune cells
showed a decrease in ILC2, but with increased IL-4 and TNF production. Regarding
monocytes, a decrease in the frequency and expression of PDL1 was observed in
classical monocytes, with an increase in intermediate monocytes. In these intermediate
monocytes, there was a significant increase in CD163 expression and chemokine levels.
For dendritic cells, a decrease in myeloid cells and an increase in plasmacytoid cells were
observed. A tissue analysis showed the presence of ILC2 and NKT cells in lesion areas;
however, no statistically significant differences were found when comparing samples
before and after treatment. Conclusion: Intermediate monocytes, through CD163
expression and chemokine receptors, along with plasmacytoid dendritic cells, contribute

to the immune response profile in patients with multibacillary leprosy.
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