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Resumo

O objetivo deste estudo foi identificar biomarcadores associados com as
distintas formas/manifestacbes da hanseniase. Caracteristicas fenotipicas
(TLR2; TLR4; HLA-DR) e funcionais (NO-DAF-2T; IL-8;TNF-qa; IL-4; IL-10; TGF-
B) da imunidade inata (Neutrofilos-NEU; Monocitos-MON) e adaptiva (CD4";
CD8"T-cells) foram avaliadas ex vivo e sob estimulo de M. leprae in vitro (*). A
populagdo do estudo incluiu individuos com as forma Tuberculéide (DD/DT/T);
Virchowiano (DV/V); reacdo hansénica Tipo-1; reagdo hansénica Tipo-2 e
individuos saudaveis controle (NI). A analise dos dados demonstrou que
independente da forma clinica, pacientes com hanseniase apresentaram baixo
NEU TLR4" e MON TGF-B*, enquanto DV/V apresentou alto MON HLA-DR".
Ambos DD/DT/T e DV/V apresentou aumento de CD4°IL-10*, mas ndo
somente DV/V apresentou aumento de CD8'TLR2" e IL-10. Pacientes com
reagcao Tipo-1 exibiram, no geral, uma baixa na regulagdo de TLR na
imunidade inata e adaptativa (NEU: MON TLR2" e NEU: CD4'TLR4"). Foi
observada uma alta regulagéo de CD4": CD8"IL-10" nos individuos com reagéo
hansénica, mas somente pacientes com reagao do Tipo-2 mostrou aumento em
MON IL-10". Assinaturas de biomarcadores especificos para M. leprae (*)
revelaram uma expansdo das caracteristicas fenotipicas e funcionais nos
pacientes com hanseniase com aumento de *MON NO-DAF-2T" em DD/DT/T e
alta regulacdo de *NEU TLR2" e *CD8'IL-10* em DV/V. Foi evidenciado
diminuicdo na expressdao dos principais biomarcadores dos pacientes com
reacdo hansénica particularmente na imunidade adaptativa. Um resumo dos
dados trabalhados indicou que MON IL-10" e *NEU TLR4" podem ser
considerados como biomarcadores universais da hanseniase juntamente com
MON TGF-B*; *MON TNF-a*; *CD4'TGF-B*; *CD8'TLR2"; *CD8'TNF-a;
*CD8%IL-4"; *CD8'TGF-B* como um ensaio clinico relacionado com as
caracteristicas da hanseniase e *CD4" como biomarcadores de reacgéo
hansénica. MON HLA-DR™; *CD8*IL-10" foram biomarcadores polo seletivo

para DV/V, NEU TLR2"; NEU TLR4"; CD4"TLR4"; *NEU NO-DAF-2T"; *MON



TLR2"; *MON HLA-DR"; *CD4'TLR2"; *CD4'TLR4"; *CD8" para reagéo
hansénica Tipo-1 e MONIL-10"; *CD8*IL-8" para Tipo-2. Em concluséo, este
estudo mostrou a existéncia de diferengas em marcadores imunoldgicas entre
as formas/manifestacbes da hanseniase que poderdo ser futuramente

aplicados como biomarcadores para estudos clinicos.

Palavras-Chave: Hanseniase, Reagcao Hansénica, Resposta Imune



Abstract

The aim of this study was to identify biomarkers associated with distinct clinical
forms/manifestations of leprosy. Phenotypic (TLR2;TLR4;HLA-DR) and fuctional
features (NO-DAF-2T;IL-8;TNF-a;IL-4;IL-10;TGF-B) of innate (Neutrophils-
NEU;Monocytes-MON) and adaptive (CD4+;CD8+T-cells) immunity were
evaluated at ex vivo and upon M. leprae stimuli in vitro (*). Study population
included tuberculoid-(BB/BT/T); lepromatous-(BL/L); Type-1; Type-2 and
healthy controls-(NIl). Data analysis demonstrated that regardless of clinical
forms, leprosy patients presented lower NEUTLR4+ and MONTGF-B+, while
BL/L displayed higher MONHLA-DR+. Both BB/BT/T and BL/L showed
enhanced CD4+IL-10+, but only BL/L presented increased CD8+TLR2+ and IL-
10. Type-1 patients displayed an overall downregulation of TLR in
innate/adaptive immunity (NEU:MONTLR2+ and NEU:CD4+TLR4+). An overall
upregulation of CD4+:CD8+IL-10+ was observed in leprosy reactions, but only
Type-2 patients displayed enhanced MONIL-10+. M. leprae-specific (*)
biomarker signatures revealed an expansion of phenotypic and functional
features in leprosy patients with enhanced *"MONNO-DAF-2T+ in BB/BT/T and
upregulation of *NEUTLR2+ and *CD8+IL-10+ in BL/L. Evident was the
shrinkage of most biomarkers in leprosy reaction patients particularly in the
adaptive immunity. A summary of data mining indicated MONIL-10+ and
*NEUTLR4+ as universal leprosy biomarkers along with MONTGF-
B+;*MONTNF-a+;*CD4+TGF-B+;*CD8+TLR2+;*CD8+TNF-a+;*CD8+IL-

4+;*CD8+TGF-B+ as clinical-related leprosy features and *CD4+ as leprosy
reaction  biomarker. MONHLA-DR+;*CD8+IL-10+ were pole-selective
biomarkers for BL/L, NEUTLR2+;NEUTLR4+;CD4+TLR4+;*NEUNO-DAF-
2T+;*MONTLR2+;*MONHLA-DR+;*CD4+TLR2+;*CD4+TLR4+;  *CD8+ for
Type-1 and MONIL-10+;*CD8+IL-8+ for Type-2. In conclusion, this study
provided insights into the immunological features of leprosy

forms/manifestations applicable as novel biomarkers for clinical studies.

Key-words: Leprosy, Leprsy Reactions, Immune Response
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1 INTRODUGAO

A hanseniase é uma doenga infecciosa crbnica granulomatosa, de
evolucgao insidiosa, causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido
resistente, intracelular obrigatério, que infecta principalmente macrofagos da
derme e as células de Schwann dos nervos periféricos. A transmissdo ocorre
pelas vias aéreas superiores, de pessoa a pessoa, através do convivio de um
individuo bacilifero positivo, ndo tratado, com um individuo susceptivel. O
bacilo, entdo, tem acesso a corrente sanguinea e atinge a pele e os nervos
periféricos (Goulart et al., 2002; Mendonga et al., 2008). A doenca tem um
periodo de incubagao de dois a sete anos e se manifesta por lesbes de pele
com alteragdo de sensibilidade e espessamento de nervos periféricos
principalmente nos membros e que pode levar a sérias incapacidades fisicas
(Ministério da Saude, 2010).

Tomando-se como referéncia as diretrizes do Ministério da Saude para
vigilancia, atencado e controle da hanseniase é de fundamental importancia o
diagndstico da hanseniase nas fases iniciais de sua evolugdo, para que o
tratamento seja iniciado no momento oportuno, visando a evitar complicagoes
clinicas (Ministério da Saude, 2010).

O diagnédstico é essencialmente clinico e epidemioldgico, ou seja,
associa-se o exame dermato-neurolégico, para identificar lesées ou areas de
pele com alteragdo de sensibilidade e comprometimento de nervos periféricos
(sensitivo, motor e/ou autonémico) a uma analise da historia das condi¢des de
vida do paciente. O diagndstico laboratorial € auxiliar ao clinico e consiste na
realizacao da biopsia da lesdo podendo este estar presente o bacilo (Ministério
da Saude, 2010).

Embora existam na literatura inumeros trabalhos que avaliam diferentes
aspectos da resposta imune em pacientes acometidos pela hanseniase, ainda
necessita ser esclarecidos 0s mecanismos imunologicos envolvidos nos
episédios reacionais desta doenca, buscando elucidar os eventos que
poderiam influenciar na estabilizag&o, ou até mesmo a regressdo de um quadro
de evolugao da doenca. Desta forma, esperamos que os resultados obtidos

possam contribuir para o conhecimento de mecanismos imunolégicos e o perfil
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diferenciado da resposta imune desenvolvidos por pacientes com histéria
clinica de hanseniase que apresentam episédios reacionais. Além disto,
acreditamos que o estabelecimento de biomarcadores que possam ser
empregados no diagndstico, progndstico da hanseniase e das reagdes
hansénicas podera ser importante para o desenvolvimento de medidas de

detecgao precoce da hanseniase.

1.1 Aspectos epidemiolégicos da Hanseniase

As condicbes socioecondbmicas sao fatores determinantes para a
doenca. As precarias condigdes sanitarias, a privagdo de uma nutricio
adequada e a situacdo de saude que pode inclusive afetar o sistema
imunoldgico séo fatores de risco para a doencga (Bhat & Prakash, 2012).

A hanseniase permanece ainda como um importante problema de saude
publica em algumas partes do mundo. Paises do sudeste asiatico, Africa e
Américas, diagnosticam milhares de casos novos de hanseniase todos os anos
(figura 1). A india é o pais com o maior nimero de doentes, no ano de 2014
houveram 125.785 casos novos, seguido pelo o Brasil com 31.064 casos
(WHO, 2015).

B0 0
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mm 10-20 Néo seaplica
- <1
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Figura 1 - Distribui¢do da hanseniase no Mundo (Fonte: Organizagao Mundial da Saude)
Disponivel no site http://www.who.int/lep/situation/Leprosy_PR_2011.pdf?ua=1 acessado
em 08/02/2016
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Em todas as regides do Brasil possuem registros da ocorréncia da
hanseniase, mas as regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste sdo as mais
endémicas. Com o propésito de compreender o comportamento epidemiolégico
no pais, Penna et al. (2009), realizou um estudo de espacializagdo com
definigdo de areas de maior risco para a ocorréncia de casos de hanseniase.

Estas areas foram denominadas como "clusters" (figura 2).

Risco Relativo
do Cluster
1.5-28
28-35
Bl zs5-4s
Bl is-cs
Bl ::-c0

Figura 2 - Mapa do Brasil representando os 10 primeiros clusters, areas de alta detecgao
de hanseniase, identificados por meio de coeficiente de detec¢ao de casos novos no
periodo de 2011 a 2013 (Fonte: MS/SVS/CGHDE-Sinan)

A identificagcdo destes aglomerados permite determinar espacos
geograficamente continuos e de maior efetividade epidemioldgica. Além disto,
possibilita concentrar os esfor¢os de atengdo a programas de controle para
areas com maior transmissao e evita que areas sejam ignoradas, por serem
falsamente consideradas silenciosas, devido a um baixo esforco na detecgao

dos casos, ou que se priorize municipios com muitos casos devido ao tamanho
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de sua populacdo e nédo devido ao maior risco (Ministério da Saude, 2008). Os
dez provaveis "clusters" incluem atualmente 621 municipios, localizados nos
estados do Mato Grosso, Para, Maranhdo, Tocantins, Goias, Rondbénia e
Bahia, o que representa apenas 14% da populagdo do pais, mas que
correspondeu a 44% dos casos novos detectados de hanseniase no periodo de
2011 a 2013.

O tratamento e a detecgao precoce dos casos sao apontados como as
principais estratégias para a redugédo da carga e da incidéncia da hanseniase.
O monitoramento da doenca em menores de 15 anos, aumento na amplitude
de descentralizagao dos programas, a vigilancia dos contatos intradomiciliares
e a avaliacao do grau de incapacidade dos casos novos sao metas prioritarias

para o controle da doenga (Ministério da Saude, 2014)

1.2 Classificagoes clinicas da hanseniase

Os aspectos clinicos da hanseniase estao diretamente ligados a
resposta imune do hospedeiro a antigenos do M. leprae (Modlin, 2010). O
padrao da resposta imune desenvolvido pelo individuo € o que permite resistir
a doencga ou desenvolver suas diferentes formas clinicas. Considera-se como
caso suspeito de hanseniase um individuo com lesédo de pele e esta apresenta
alteracdo de sensibilidade (Degang et al., 2014).

Ao longo da sua histéria, a hanseniase tem adquirido diversas
classificagdes. A Organizagdo Mundial de Saude, no ano de 1988, propés uma
classificagdo que visa a operacionalizagado para fins de tratamento e divide a
hanseniase em duas formas: 1) Individuos paucibacilares (PB) para aqueles
que apresentam até cinco lesdes e 2) individuos multibacilares (MB) com mais
de cinco lesbes e/ou baciloscopia positiva (Ministério da Saude, 2010). Outra
forma de classificar a hanseniase é proposta por Ridley e Jopling (1966) (figura
3). A mais utilizada para fins de pesquisa, por apresentar estreita correlagcéo
entre as manifestagdes clinico-patologicas e o estado da resposta imunoldgica
dos doentes, € adaptada a partir da classificagdo de Madri (1953). Segundo

eles, a maioria das pessoas nao adoecem com o contato do bacilo M. leprae.
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Entre os pacientes que manifestam a doenga, a forma inicial € denominada
hanseniase indeterminada. Na vigéncia de uma resposta imunoldgica celular
competente, caracterizado também pela produgdo de citocinas pro-
inflamatérias que poderdao participar da liquidez do bacilo, a forma
indeterminada pode evoluir para a forma tuberculdide. No predominio de uma
resposta humoral, com uma resposta imune €& caracterizada por citocinas
imunossupressivas, os individuos podem adquirir a forma virchowiano da
doenca, fazendo ser, muitas vezes, uma resposta problematica para o
paciente. Entre estes grupos, € subdividido trés grupos intermediarios
imunologicamente instaveis dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD),
dimorfo-virchowiano (DV) (Ridley e Jopling,1966).

o
(rames, ) (i)

Tub 16id Dimorfa - Dimorfa -
uberculoide Tuberculdide Dimorfa

- indice Baciloscopio +

+ Imunidade Celular -

<€

Figura 3 - Esquema representativo da classificagdo da hanseniase segundo Ridley e
Jopling (1966) modificada.

A hanseniase indeterminada caracteriza-se por ser a forma mais
precoce da doenca. As lesdes encontradas estdo em pequeno numero, em
forma de maculas hipocrébmicas com alteracdo na sensibilidade térmica, na
sudorese e ha perda de pélos. Nao ha comprometimento de nervos periféricos
e deformidades. Pode evoluir para a cura em 75% dos casos, ou para as outras
formas da doenca. A baciloscopia dérmica € geralmente negativa (Goulart et
al.,2002; Araujo, 2003).

Os pacientes que apresentam a hanseniase tuberculdide apresentam
lesbes que tendem a ser bem delimitadas, em numero reduzido. Sao

fracamente anestésicas e com distribuicdo assimétrica. As lesdes estdo sob a
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forma de placas ou lesbes anulares, com bordas papulosas da cor da pele,
eritematosas ou hipocromicas. Pacientes podem apresentar alteracdo de
sensibilidade e lesdes dermatoldgicas de dificil diagndstico. Ao exame clinico
nota-se alteracdo de sensibilidade nas lesdes mais antigas. E comum a perda
de pelos e a sudorese pode estar diminuida ou ausente (Araujo, 2003;
Lockwood et al., 2011; Degang et al., 2014).

A forma clinica virchowiana da hanseniase caracteriza-se por infiltracoes
progressivas e difusas da pele, nas mucosas das vias aéreas superiores, nos
olhos, nos testiculos, nos nervos e ha também comprometimento de outros
orgaos como, figado, bago e linfonodos. Ha rarefagao dos cilios e supercilios.
O acometimento de nervos periféricos é lento, simétrico e progressivo e os
pacientes ndo tratados sofrerdo deficiéncias funcionais e sequelas tardias. A
baciloscopia € fortemente positiva (Araujo, 2003; Lockwood et al., 2007;
Degang et al., 2014).

Pacientes com hanseniase dimorfa caracteriza-se por grandes variagoes
das manifestagdes clinicas na pele, nervos ou sistémico. As lesdes sao
numerosas e a morfologia destas mesclam aspectos das formas tuberculdide e
virchowiana. E importante destacar que as bordas da lesdo que se mostram
internamente bem definidas, mas externamente s&o esmaecidas,
caracterizando a ineficacia do sistema imune em conter a disseminag¢ao bacilar
e 0 avancgo da doencga. A baciloscopia pode ser negativa ou positiva (Goulart et
al., 2002; Araujo, 2003; Lockwood et al., 2007 )

1.3 Diagnéstico da hanseniase

O diagnéstico da hanseniase € essencialmente clinico e epidemioldgico.
Associado ao exame dermatoneurolégico, para identificar as lesdes ou areas
da pele com alteragcbes de sensibilidade e/ ou comprometimento de nervos, a
analise da histéria e das condigdes de vida do paciente sdo levados também
em consideracao. A doenga pode se manifestar por manchas hipocrémicas ou
eritematosas, infiltradas e com perda de sensibilidade ao calor, frio, dor ou tato
(Araujo, 2003).
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Varios exames clinicos podem ser realizados para o diagndstico da
hanseniase. O teste de sensibilidade térmica, por exemplo, consiste em tocar
sob a pele do paciente, com olhos vendados e apds as instrugdes, tubos
contendo agua fria (em torno de 25°C) ou quente (37-45°C). Um algodé&o
embebido de éter ou alcool e outro seco surte o0 mesmo resultado. A
sensibilidade dolorosa pode ser testada utilizando uma agulha de seringa, por
exemplo. O paciente também com os olhos vendados e apés as orientagoes,
devera identificar se 0 que esta tocando a sua pele é a ponta da agulha
(sensacgao de dor) ou a base da agulha (Lyon & Grossi In: Alves et al., 2014).

Os monofilamentos de Semmes-Weinstein (figura 4) podem ser usados
no campo, nas unidades basicas de saude e nos centros de referéncia. Seu
emprego € realizado como um teste de sensibilidade tatil e consiste no
emprego de monofilamento, de diferentes calibres. E realizado sobre a pele do
paciente trés toques, até se obter uma curvatura sem que haja um deslize
sobre a pele. O primeiro filamento a ser usado devera ser o mais fino e a
medida que o paciente ndo sente o estimulo, o examinador devera trocar por

outro de maior calibre (Ministério da Saude, 2010).

Figura 4 - Monofilamentos de Semmes-Weinstein

Sabe-se que as lesdes provocadas pelo M. leprae pode alterar a
sudorese devido ao comprometimento nervoso. A prova da pilocarpina consiste

no pincelamento de tintura de iodo sobre a pele do paciente seguido da inje¢cao
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intradérmica de 0,1 a 0,2mL de pilocarpina (0,5% ou 1%) e consecutivamente
polvilha-se amido. A sudorese produzira uma cor azulada indicando a area que
nao foi afetada pelo bacilo (Lyon & Grossi In: Alves et al., 2014).

A baciloscopia é um exame laboratorial, complementar ao clinico, muito
util para o diagndstico da hanseniase. Consiste na realizagdo um esfregago
proveniente do raspado dérmico de lesbes cutaneas, lobulos auriculares ou
cotovelos do paciente. A lamina produzida € corada pelo método de Ziehl-
Neelsen. O método tem uma especificidade de 100% porém uma baixa
sensibilidade que varia entre 10-50%. O indice baciloscopico (IB) é
determinado a partir da soma dos indices encontrados em cada local da coleta
dividido pelo numero de locais da coleta (Talhari et al.In: Talhari et al., 2015).

Outro teste que pode ser empregado no diagndstico da hanseniase € o
teste de Mitsuda, ele avalia a integridade da imunidade celular de um individuo
ao M. leprae. O método consiste na injecao intradérmica de 0,1mL do antigeno
integral do Mitsuda-Hayashi na pele sadia da face anterior do antebrago. Sera
formado no local uma papula de aproximadamente 1cm no momento da
inoculacdo. A leitura é realizada apo6s 28 dias e os resultados sao expressos de
acordo com a dimensao da lesao papulosa ou papulonecroética que se forma. A
auséncia da reacgao o resultado é zero, lesdes de 1 a 4 milimetros o resultado é
duvidoso e acima de 5 milimetros o resultado é positivo. Este teste é
recomendado para auxiliar na classificagao do paciente com hanseniase neural
pura e quando houver duvida em relagédo ao diagnéstico, a classificagao clinica,
os resultados soroldgicos e histolégicos (Lyon & Grossi In: Alves et al., 2014;
(Talhari et al.In: Talhari et al., 2015)):

1.4 Tratamento da hanseniase

Segundo a Portaria 3.125 de 7 de outubro de 2010 do Ministério da
Saude, os pacientes com hanseniase, independentes de sua forma clinica,
devem ser tratados em regime ambulatorial, nas unidades basicas de saude.
Em caso de intercorréncias clinicas e ou cirurgicas, ocasionadas ou nao pela

hanseniase, o paciente devera ser atendido em servico especializado
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ambulatorial ou hospitalar dentro de uma rede de atencdo integral. O
tratamento consiste na administracdo de uma associacdo de medicamentos
denominados de poliquimioterapia (PQT/OMS). Estes medicamentos sao
capazes de matar o bacilo e evitar as incapacidades e as deformidades por
elas causadas, levando a cura. A PQT/OMS é fornecida em cartelas
individuais, para adulto ou infantil, e contém a dose mensal supervisionada e as
doses diarias autoadministradas. Pacientes PB tém alta por cura apds seis
doses mensais supervisionadas de rifampicina e doses diarias
autoadministradas de dapsona, em até 9 meses. Pacientes MB fazem uso
durante doze doses mensais supervisionadas de rifampicina, clofazimina e
dapsona e doses diarias autoadministradas de clofazimina e dapsona em até
18 meses. Efeitos diversos a estes medicamentos podem ocorrer e por isto os
pacientes devem estar bem orientados quanto a sua possibilidade (Ministério
da Saude, 2010).

1.5 Reagoes hansénicas

Pacientes com hanseniase podem apresentar reagcdes hansénicas, que
sao caracterizados por episédios inflamatérios que se intercalam no curso
cronico da hanseniase. Estes episodios podem anteceder o diagndstico ou
ocorrer durante o tratamento e até mesmo apds a alta. Sdo considerados a
principal causa de morbidade e incapacidade da fungcao do nervo periférico. Os
tipos mais importantes s&o a reagao reversa (RR) ou reagao tipo 1 e o eritema
nodoso hansénico ou reagao tipo 2. (Goulart et al., 2002).

A reacao do tipo 1 ocorre em pacientes na forma dimorfa e tende a
surgir durante o tratamento. E uma caracteristica marcante a resposta imune
mediada por células contra antigenos de M. leprae. Clinicamente, ha
exacerbacido das lesbes pré-existentes, que se tornam edemaciadas e
eritematosas, podendo chegar a ulceragdao. As neurites sao frequentes, e o
dano funcional do nervo pode se instalar sem quadro de dor e espessamento
(Araujo, 2003).
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A reacao do tipo 2 ocorre, no geral, apos seis meses de tratamento entre
0os pacientes que possuem as formas dimorfas e virchowianas. A deposicao de
imunocomplexos é uma caracteristica marcante, também com aumento de
TNF-a e INF-y. Na pele, a leséo tipica é o eritema nodoso que se caracteriza
por lesGes eritematosas, dolorosas, de tamanhos variados, incluindo papulas e
nodulos em qualquer parte do corpo. Pode evoluir levando a neurite, orquite,
epididimite, irite, iridociclite, artrite, mao e pé reacionais, linfadenite, proteinuria

e dano hepatico (Araujo, 2003).

1.6 Aspectos imunolégicos da hanseniase

As variagdes clinicas que os individuos com hanseniase apresentam
estdo intimamente ligadas ao tipo de resposta imune que este desenvolve no
decorrer de sua infecgdo (Mendonga et al., 2008). O sistema imune inato € a
primeira linha de defesa contra patdégenos microbianos e € capaz de
reconhecer padrées associados aos patogenos (PAMPs) como os acidos
nucléicos, proteinas especificas dos microrganismos lipidios e carboidratos
complexos que ndo sédo encontrados em mamiferos (Modlin, 2010).

As células do sistema imune inato apresentam em suas membranas
receptores de reconhecimento padrdées ("pattern recognition receptors" ou
PRRs) que sdo capazes de identificar os patrdes antigénicos moleculares
associados aos patogenos ("pathogens-associated molecular patterns” ou
PAMPs). Entre os PRRs encontram-se os receptores do tipo Toll (Toll-like
receptors - TLR) que sao capazes de reconhecer um grande numero de
microrganismos e levar a ativagao de diversas vias de sinalizagdo que induzem
a expressao de genes, regulados por NF-kB, cujos produtos sao importantes
para o desenvolvimento de respostas inflamatérias com producao de citocinas
proé-inflamatoérias, quimiocinas e moléculas co-estimulatérias requeridas pela
ativagao das células T (Krutzik et al., 2003; Hart & Tapping, 2012).

O bacilo M. leprae e outras espécies de micobactérias sdo ricos em
agonistas de varios membros da familia TLR (TLR1, 2, 4, 6 e 9). O TLRA1, por
exemplo, ao formar heterodimero com o TLR2 é capaz de reconhecer fatores

de viruléncia na membrana do bacilo (lipoglicana lipomanana - LAM e



30

lipoarabinomanana com manose ou arabinose - ManLAM e AraLAM) levando a
ativacdo de macréfago (Means et al., 1999; Tapping & Tobias, 2003). Apesar
do bacilo M. leprae nao apresentar lipopolisacarides (LPS), ligante classico de
TLR4, ele é capaz de ser reconhecido por este receptor. O TLR9 esta
localizado em compartimentos do reticulo endoplasmatico e € capaz de
reconhecer parte do DNA proveniente da degradagdo da bactéria (Hart &
Tapping, 2012).

O reconhecimento do patogeno (figura 5) pelos receptores do tipo Toll
leva a uma cascata de sinalizagdes que culmina na expressao de genes que
irdo controlar a resposta imune inata do individuo (Takeda & Akira, 2015). As
citocinas IFN-y, IL-2, IL12 e TNF-a relacionam-se com perfil de resposta imune
celular e estédo presentes nos granulomas caracteristicos da forma tuberculdide
da doenga. A citocina IFN-y age sobre macréfagos estimulando a fagocitose e
favorecendo a producéo de reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio. A
IL-2 ativa linfécitos T CD4" estimulando a proliferacdo celular e promovendo
manutencgado de citocinas que potenciarao os efeitos do IFN-y (Foss, 1997) e
em conjunto com a IL-6 atuam no hepatdcito estimulando a producdo de
proteinas inflamatdérias como a proteina C-reativa. A IL-12 potencializa a
secrecdo de IFN-y e TNF-a favorecendo a atividade antimicrobiana de
macrofagos pra destruir o bacilo invasor (Goulart et al., 2002). O TNF-a é uma
citocina crucial para a imunidade contra M. leprae, pois sob influéncia do IFN-y
potencializa todo o processo acima descrito mantendo o macréfago ativado
durante o processo da formagao do granuloma (Silva & Foss, 1989).

A resposta imune adaptativa caracteristico do polo virchowiano da
doenca, caracteriza-se por apresentar mecanismos que se baseiam no
reconhecimento especifico de antigenos, mediado por receptores presentes
nas membranas dos linfocitos T e B (Moraes et al., 2006). Ela pode ter uma
tendéncia imunoregulatoria com producédo de citocinas que irdo favorecer a
multiplicagdo do bacilo. A IL-4, por exemplo, tem efeito imunoregulatorio
negativo sobre a imunidade mediada por célula porque suprime a atividade dos
macrofagos bloqueando a agdo do TNF-a, IL-2, IFN-y e IL-1B (Salgame et al.,
1991; Sieling & Modlin, 1994a). Também a IL-10 apresenta o papel imune
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supressor uma vez que inibe a produgéo de citocinas das células T CD4", na
auséncia de IFN-y e IL-2. O bacilo M. leprae é capaz de estimular a produgéo
de IL-10 favorecendo sua multiplicagao (Sieling & Modling, 1994a e b). A
citocina TGF-B, é um dos mais potentes fatores imunossupressores
endogenos, esta altamente expresso em macrofagos de lesdes virchowiano e
ausente nestas células de lesdes tuberculdides. Apresenta como caracteristica
de contrapor os efeitos da IFN-y. O bacilo M. leprae também €& capaz de
estimular a produgédo de TGF- da mesma forma que faz com IL-10 (Goulart et
al.,1996).
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B Reconhecimento de M. leprae
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Figura 5 - Resumo llustrativo da Ativagdao do Sistema Imune inato e adaptativo pelo
M. leprae. Abreviagdes: TLR: Toll-Like Receptors, PAMP: Pathogen-Associated
molecular patterns; NOD: Nucleotide-binding oligomerization domain-2; DC: Célula
Dendritica; MHC IlI: Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe Il; TCR: T cell
receptor; B7: Molécula coestimuladora para ativagdo do linfocito T; CD28: Cluster of
Differentiation 28/ receptor de célula T para moléculas coestimulatérias B7-1 e B7-2;
CD4+: Cluster of differentiation 4/ Co-receptor para sinalizagdao e adesdao na ativagao
induzida por antigeno das células T restritas ao MHC II; IFN-y: Interferon gamma; Ac:
Anticorpo; IB: Indice Bacilar, Th1: T helper type 1 cells; Th17: T helper type 17 cells;
Treg: Regulatory T cells; Th2: T helper type 2 cells; LB: linfécito B; TNF-a: Tumor
necrosis factor-alfa; IL:Interleucina; TGF-B: Transforming growth factor-B. Figura
adaptada de Stefani & Machado 2015.
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1.6.1 Papel dos mondcitos na hanseniase

Os mondcitos sdo células do sistema imune que, através da corrente
sanguinea, tém acesso aos tecidos e se diferenciam, em células dendriticas ou
macrofagos. As células dendriticas realizam o elo entre a resposta imune inata
e a adquirida ao apresentar o antigeno para linfécitos T naive, ativando-os. Os
macrofagos, ao fagocitarem microrganismos patogénicos e células em
apoptose, promovem o processamento dos antigenos e podem estimular o
sistema imune com liberagao de citocinas (Ziegler-Heitbrock, 2000).

Pela técnica de citometria de fluxo, conforme a expressao de
marcadores, CD14 e CD16, Ziegler-Heitbrock (2010) propds subpopulag¢des de
monadcitos classificando-os como: mondécitos classicos (CD14++CD16-), néo-
classicos (CD14+CD16++) e intermediarios (CD14++CD16+). Wong et al.
(2012) relatam em sua revisao a funcao destas subpopulagdes. Os mondcitos
classicos, que sdo os majoritarios por representarem cerca de 85% do total
destas células, tém como fungéo principal a fagocitose. Os n&o-classicos, 10%,
patrulham o ambiente e promovem a estimulacédo e proliferacdo de células T.
Os intermediarios, sdo os minoritarios, com 5% do total, realizam estimulo a
células T, atuam na angiogénese e na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

E descrito que o bacilo M. leprae possui uma fraca capacidade de ativar
macrofagos e células dendriticas. Mondcitos "naive" estimulados por bacilos
mortos ou vivos produzem baixos niveis de citocinas (Suzuki et al., 1993). Os
macrofagos, quando infectados com este patdgeno expressa pouco antigeno
em sua superficie e, por isto, a estimulagdo das células T fica prejudicada.
Hashinomoto et al.(2002) afirma que o bacilo de Hansen nao é capaz de usar
as células dendriticas como hospedeiro, da mesma forma que faz com os
macrofagos, um dos motivos podem estar associados a nao alteragdo
acentuada da expressao de CD86 e HLADR durante a infec¢do. Esta célula é
também capaz de expressar o (glicolipidio fendlico-1 (PGL-1) em sua
membrana e apresenta-lo para as células T estimulando a produgao de IFN-y
(Hashimoto et al., 2002).
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O bacilo de M. leprae possui ainda a habilidade de controlar a resposta
imune ao estimular a producao de IL-10, induzir a secrecdo de moléculas
antagonistas de IL-1 (IL-1Ra), diminuir a expressdao da proteina-1
quimioatrativo de monécito (MCP-1) e suprimir a produgédo de IL-6, pela via
fosfatidil-inositol 3-quinase (PI13K), pela inibigdo da ativagdo da caspase-1 e do
fator nuclear k-B (NF-kB) resultando em baixos niveis de IL-18 e IL-18
(Sinsimer et al., 2010).

1.6.2 O 6xido nitrico na hanseniase

O Oxido Nitrico (NO) é um radical livre gasoso, com meia vida biolégica
curta devido a sua rapida oxidagao em nitrito e nitrato. Apresenta importante
papel em varias fungdes fisiologicas e na resposta inflamatdria (Marletta, 1993).

A sintese desta molécula (figura 6) é resultado de duas etapas de
reagdes quimicas em que a L-arginina é transformada em uma molécula
intermediaria, N®-hidroxi-L-arginina, na presenca de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato-hidrogénio (NADPH) e oxigénio (O). A reag&o quimica se
completa quando, na presenga de outra molécula NADPH e O, ocorre a

formagao da L-citrulina e uma molécula de NO (Dusse et al., 2003).

. . NADPH . . .. NADPH I - -
L-arginina === N-hldrOX|-L-arg|n|naO—> L-citulina+ Oxido Nitrico
2

Figura 6 - Sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina

Muitas células sao capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas
da familia NO sintase (NOS). Até o momento ha descritas trés isoenzimas
desta familia: cNOS, eNOS e iINOS. A primeira isoforma pode ser encontrada
em células do cérebro de camundongo e de suinos, a segunda é
constitutivamente produzida em células endoteliais e a terceira € induzida em
macrofagos e neutréfilos ao receber estimulo pela presenga de um patégeno

ou de uma célula tumoral (Filho & Zilberstein, 2000).
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O NO é uma molécula que esta relacionada na patogenia de diversas
doencas, tais como o esclerose multipla, mal de Parkinson, Alzheimer e
diabetes (Roy & Pahan, 2013; Radi et al., 2014; Salemme et al., 2016;
Fetterman et al., 2016). Por ser citotoxico e citostatico, esta molécula tem a
importante fungcdo na resposta imune celular durante a infecgdo de varios
microorganismos intracelulares (Arturo et al., 2010).

O NO, nos macréfagos e nos neutrofilos, contribui para a morte do
microrganismo pela combinagdo com reativos de oxigénio intermediario no
fagolisossomo ao produzir altos niveis de peroxinitrito toxico (Hart & Tapping,
2012).

Macrofagos ativados pelas citocinas IFN-y e TNF-a, ou estimulados por
moléculas que se ligam a receptores do tipo Toll ocorre aumento da expressao
da enzima iNOS, direcionando para sintese de NO e eliminagdao do parasito
(Goulart et al., 2002). Em contrapartida, segundo os mesmos autores, a
presenca de M. leprae no macrofago promove a produgdo de IL-10 e
TGF-B, citocinas que tem a capacidade de inibir a atividade do macréfago e
diminuir niveis intracelulares de NO.

Na hanseniase, a ativacdo de TLR2 e TLR1 por M. leprae induz a
transcricdo de arginase-1, pelo fator de regulagdo génica CEBP-3, o que inibe
a explosao oxidativa e promove a reducdo e a producdo de reativos de

oxigénio favorecendo a sobrevida do bacilo (Hart & Tapping, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a produgao de oOxido nitrico, citocinas e expressao de receptores Toll
(TLR) em leucocitos do sangue periférico de pacientes com diferentes formas
clinicas da hanseniase e reagdo hansénica, apos estimulo in vitro com bacilo
de Mycobacterium leprae.

2.2 Objetivos Especificos:

Avaliar a produgao de oOxido nitrico em neutréfilos e mondcitos do sangue
periférico de pacientes com reacdo hansénica e diferentes formas clinicas da

hanseniase apos estimulo in vitro com bacilo de M. leprae;

Avaliar o perfil da expressao de TLR2 e TLR4 em mondcitos e linfocitos do
sangue periférico de pacientes com reacdo hansénica e diferentes formas

clinicas da hanseniase apds estimulo in vitro com bacilo de M. leprae;

Avaliar o perfil da expressdo de HLA-DR em mondécitos do sangue periférico de
pacientes com reacao hansénica e diferentes formas clinicas da hanseniase,

apos estimulo in vitro com bacilo de M. leprae;

Avaliar o perfil de expresséao de citocinas intracelulares (IL-4, IL-8, IL-10, TNF-a
e TGF-B) em leucdcitos do sangue periférico de individuos com reagéo
hansénica e diferentes formas clinicas da hanseniase, apés estimulo in vitro

com bacilo de M. leprae.

Identificar elementos da imundade inata e adaptativa de Leucécitos circulantes

como biomarcadores de pélos, formas e apresentagdes clinicas da hanseniase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupos de estudo

Os voluntarios do grupo de estudo residem em varias cidades do estado de
Minas Gerais e foram selecionados pela equipe médica do Ambulatério de
Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais sob
a coordenagao do Dr. Marcelo Grossi Araudjo. Os individuos, de ambos os sexos,
apresentaram a faixa etaria entre 18-60 anos, ndo houve seleg¢ao por etnia, classes e
grupos sociais. O recrutamento ocorreu por meio de contatos verbais e todos os
participantes receberam explicacdes a respeito da pesquisa e dos riscos da coleta de
sangue. Nao foram incluidos na pesquisa individuos em uso de imunossupressores a
mais de dois meses. Apods entrevista os individuos, que concordaram em participar do
estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Voluntarios saudaveis
foram selecionados usando os mesmos critérios. Todos os procedimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René
Rachou (anexo 2).
Os voluntarios foram divididos em quatro grupos de individuos, sendo:
e Grupo 1: (n=13) Individuos sem histéria clinica de hanseniase - Controle
e Grupo 2: (n=5) Pacientes com hanseniase Tuberculéide - Dimorfo-Dimorfo
Dimorfo-Tuberculdide e Tuberculéide (DD/DT/T)
e Grupo 3: (n=4) Pacientes com hanseniase Virchowiano - Dimorfo-
Virchowiano e Virchowiano (DV/V)
e Grupo 4: (n=5) Pacientes com reagdo hansénica tipo 1 ou Reacdo Reversa
(Tipo 1);

e Grupo 5: (n=9) Pacientes com reacao hansénica tipo 2 ou Eritema Nodoso

Hansénico (Tipo 2)

3.2 Coleta das amostras

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos de coleta de sangue
a vacuo contendo heparina (9mL) e EDTA (5mL). As amostras coletadas em heparina
foram utilizadas para quantificacdo da produgdo de O6xido nitrico e de citocinas

intracitoplasmaticas em leucdcitos pds-estimulacao antigeno-especifica in vitro, ja as
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amostras de sangue coletadas em EDTA foram utilizadas para a realizagcdo do

hemograma.

3.3 Avaliagao dos parametros hematolégicos

O perfil hematoldgico dos voluntarios foi determinado por meio do hemograma
completo, realizado por técnicas convencionais, utilizando um analisador automatico

de células sanguineas (Advia™60, Bayer HealthCare, Tarrytown, NY, USA).

3.4 Bacilo do Mycobacterium leprae - Antigeno de Mitsuda

O antigeno empregado nos experimentos trata-se de uma suspensdo de
40.000.000 de bacilos de M. leprae/mL usado para teste de intradermoreacao
(Antigeno de Mitsuda). As ampolas foram gentilmente cedidas pelo Dr. Joao Carlos
Minozzo do Centro de Producédo e Pesquisa de Imunobiolégicos da Secretaria de

Estado da Saude do Parana.

3.5 Avaliagao da expressao de 6xido nitrico intracelular em neutréfilos e
mondocitos do sangue periférico, apés estimulagao in vitro com o Bacilo do
M. leprae

Para avaliagdo dos niveis de oOxido nitrico (NO) intracelular foi utilizado uma
metodologia que emprega a utilizagdo do reagente diacetato de 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2DA) (Havenga et al., 2001; Strijdom et al., 2004). O DAF-
2DA possui capacidade de penetrar no citoplasma celular, onde € convertido em 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2). Esse composto, na presenca de NO, sofre processo de
oxidagdo, levando a formacdo do triazolofluoresceina (DAF-2T) que emite
fluorescéncia na cor verde (FL-1), cuja intensidade & proporcional a concentragcao
intracelular de NO e pode ser quantificada no citdmetro de fluxo (Schachnik et al.,
2009).

A partir das amostras do sangue periférico coletadas em tubos contendo
anticoagulante heparina sédica, o plasma foi retirado e cada suspensio celular
ajustada para a concentracdo de 1 x 10’ leucdcitos/mL, pela adicdo de PBS

suplementado com 2% de albumina sérica bovina (BSA). Em seguida, 100uL dessa
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suspensao celular foram distribuidos em tubos de polipropileno de 5mL (FALCON® —
BECTON DICKINSON), contendo ou nao bacilo de M. leprae na proporgcao
previamente estabelecida de 1:1 parasito/leucocito e os tubos foram incubados em
estufa a 37°C e 5% CO2 durante uma hora. Apés este periodo, em cada cultura foi
adicionado o DAF-2-DA em uma concentragdo final de 2 yM e a incubagao seguiu por
mais 3 horas.

Apés a cultura de curta duragado, os tubos foram transferidos imediatamente
para o gelo e foram adicionados 3 pL de anticorpo monoclonal para identificagdo da
populagdo de mondcitos anti-CD14 conjugado com fluorocromo PE (detalhes do
anticorpo na tabela 1). As amostras foram novamente incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz e seguiram para a etapa de lise dos
eritrocitos, utilizando-se 2 mL de solugéo de lise comercial (FACS LISYNG SOLUTION
— BECTON DICKINSON) diluida dez vezes em agua destilada, sob agitagao no vértex,
e incubados por 10 minutos nas mesmas condigdes descritas. Em seguida, 1 mL de
PBS foi adicionado e os tubos foram centrifugados a 400 x g, 4°C por 7 minutos. O
sobrenadante foi, entdo, desprezado, as células ressuspendidas levemente em vortex
e mais 1 mL de PBS foi adicionado. Finalmente os tubos foram centrifugados a 400 x
g, 18°C por 7 minutos, os sobrenadantes desprezados e, as células ja ressuspendidas,
adicionou-se 200 pL de solugao fixadora para citometria — Max Facs Fix (MFF). Os
tubos foram acondicionados em geladeira a 4-8°C por até 24 horas, e para aquisi¢ao
dos dados um total de 100.000 eventos foram avaliados com o auxilio do citdbmetro de
fluxo FACSCalibur (Becton Dickson - BD, E.U.A.). E importante ressaltar que foram
feitos tubos controles sem adigao de DAF-2-DA, na presencga ou auséncia de estimulo,

com intuito de avaliar possiveis reacdes inespecificas e autofluorescéncia.

3.6 Avaliacao do perfil de expressiao de citocinas intracelulares e
receptores do tipo Toll (TLR) em mondcitos e linfécitos

Inicialmente, apdés a contagem do valor global de leucdcitos pelos
hemogramas, foram calculados os ajustes necessarios para obtencao de preparacgoes
celulares com 1 x 107 leucécitos/mL, a partir das amostras coletadas em tubos com
heparina sédica. Apds o ajuste, a suspensao celular (volume de 500uL) obtida de cada
individuo foi incubada com Bacilo M. leprae (Antigeno de Mitsuda) na proporgao
previamente estabelecida de 1:1 bacilo/leucdcito, na presengca de 500 ul com meio

RPMI na presencga de 2% soro fetal bovino, em tubos de cultura de polipropileno de 14
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mL (FALCON® — BECTON DICKINSON), durante 16 horas, em estufa a 37°C,
contendo 5% de CO,. Além disso, foram feitas culturas controle nas mesmas
condigbes descritas acima, entretanto na auséncia do antigeno. Apés esse periodo, foi
adicionada Brefeldina A (BFA - Sigma, E.U.A.) em todos os tubos em concentracéo
final de 10ug/mL e a incubagao seguiu por mais quatro horas nas mesmas condi¢des
descritas acima. Finalmente, foram adicionados a cada tubo 110 yL de EDTA 20 mM
(Sigma, E.U.A.) obtendo concentracdo final de 2mM, e as amostras foram incubadas
por mais 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

O volume de 7 uL de cada um dos anticorpos monoclonais anti-CD14 (para
marcagao de mondcitos), anti HLA-DR, anti CD4 e anti CD8 (para identificacao de
linfocitos) foram adicionados (detalhes dos anticorpos Tabela 1). As amostras foram,
entdo, homogeneizadas cuidadosamente e apos 30 minutos de incubagéo dos tubos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, estas foram submetidas a lise dos eritrocitos,
para a qual foram utilizados 4 mL de solugdo de lise comercial (FACS LISYNG
SOLUTION — BECTON DICKINSON) previamente diluida dez vezes em agua
destilada e sob agitagcdo no vortex e posteriormente incubados por 10 minutos, nas
mesmas condi¢cdes descritas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 400 x g
a temperatura de 18°C por 7 minutos, os sobrenadantes foram desprezados, as
células ressuspendidas em vortéx a baixa velocidade. Foram adicionados 3 mL de
PBS-P (PBS contendo 0,5% BSA, 0,5% saponina e 0,1% de azida sédica) com o
intuito de permeabilizar as células. Os tubos foram fechados, homogeneizados por
inversdo e incubados por 10 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Decorrido este periodo, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 400 x g e
18°C, por 7 minutos, o sobrenadante foi desprezado, as células foram ressuspendidas
novamente em 300uL de PBS-P. Em seguida, aliquotas de 40 uL foram transferidas
para placa de 96 pocgos de fundo em U contendo 1 uL de anticorpos monoclonais anti-
citocinas (IL-4, IL-8, I-10, TNF-a e TGF-B) e anti-receptores toll (TLR2 e TLR4)
previamente diluidos 1:10 em PBS-P (detalhes dos anticorpos tabela 1). As amostras
foram incubadas durante 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Posteriormente, 130 uL de PBS-P foram adicionados a cada pogo e homogeneizados
levemente. A placa foi submetida a centrifugag¢ao a 400 x g, temperatura de 18°C por 7
minutos, os sobrenadantes foram, entdo, desprezados e as células ressuspendidas
em vortex a baixa rotagdo. Aos pogos foram adicionados 180 yL de PBS-W, levemente
homogeneizados e a placa foi novamente centrifugada a 400 x g, 18°C por 7 minutos.
Finalmente, o sobrenadante foi desprezado, as células ressuspendidas em vortex e

fixadas com 200 yL de solugado fixadora —(MFF) e as suspensdes celulares foram
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transferidas para microtubos de poliestireno de 500 pL (FALCON® - BECTON
DICKINSON). Os tubos foram acondicionados a 4-8°C por até 24 horas e
posteriormente submetidos a aquisicdo dos dados, onde um total de 30.000 eventos
foram avaliados e a analise dos parametros morfométricos e imunofenotipicos foi
determinada com o auxilio do citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickson - BD,
E.U.A.). Em todos os experimentos foram analisados para cada amostra os controles
das reacodes, que sao importantes para avaliacdo da qualidade do perfil celular e

deteccdes de eventual ocorréncia de fluorescéncias inespecificas.

Quadro 1: Painel de anticorpos monoclonais utilizados para marcagao das citocinas

intracelulares e dos receptores do tipo Toll (TLR) e em linfécitos e mondcitos.

Marcador Fluorocromo
Anti -CD8 PercP SK1 BD
Anti -CD14 FITC MeP9 BD
Anti -HLA-DR APC G46-6 BD
Anti -TLR2 PE TL2.1 Ebioscience
Anti -TLR4 PE 610015 R&D Systems
Anti -IL-4 PE 8F-12 IQ products
Anti -IL-8 PE G265-8 BD biosciences
Anti -IL-10 PE JES3-19F1 BD biosciences
Anti -TNF-a PE MAbM BD biosciences
Anti -TGF- PE TB21 IQ products

3.7 Obtencao e analise de dados por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica de andlise celular automatizada, que
permite a avaliagdo simultdnea de multiplas propriedades fisicas e bioquimicas
individuais de uma célula suspensa em meio liquido (Joroszeski & Radcliff, 1999). A
caracterizacdo fenotipica, por citometria de fluxo, inclui a analise basica de trés
parametros celulares: tamanho (determinado pela difragdo do raio laser — “Forward
scatter” - FSC), granulosidade ou complexidade interna (determinada pela refracao e
reflexdo do raio laser — “Side Scatter” - SSC), e intensidade relativa de fluorescéncia

(exemplos: FL1, FL2 e FL3). Estas caracteristicas sao detectadas utilizando-se
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sistema otico e eletrbnico acoplados, que avalia a emissdo de fluorescéncia e a
dispersao do raio laser incidente sobre uma célula, hidrodinamicamente focalizada.
Esses sinais o6ticos e eletrénicos podem ser medidos e armazenados, para posterior
analise.

Apos a obtencdo dos dados, o primeiro passo para a analise consistiu na
identificagdo da populacdo celular de interesse (R), de acordo com os paradmetros
tamanho (FSC), granulosidade (SSC) e/ou fluorescéncias (FL1, FL2, FL3 e FL4). Em
seguida, a analise dos aspectos fenotipicos de cada populagdo considerou duas
abordagens distintas: em graficos de dispersao pontual de fluorescéncia, por meio do
percentual de células positivas para cada marcador avaliado ou em graficos do tipo
histograma em escala logaritmica, através da intensidade média de fluorescéncia
(IMF) equivalente a densidade de expressao de cada marcador. A primeira abordagem
€ empregada para quantificar fenétipos celulares que apresentam distribuicao bimodal,
Oou seja, caracterizadas por apresentarem populagdes positivas e negativas para o
referido marcador fenotipico. Na segunda abordagem foi utilizada uma analise semi-
quantitativa da expressdo de marcadores fenotipicos que possuem distribuicao
unimodal, ou seja, toda a populagio celular de interesse expressa constitutivamente o
referido marcador fenotipico. Nessas situacgoes, alteragdes na densidade de expressao
podem ocorrer, o que ira promover o deslocamento da populagao celular ao longo do

eixo da intensidade de fluorescéncia.

3.7.1 Aquisicdo e analise dos niveis de o6xido nitrico intracelular em
mondacitos e neutréfilos do sangue periférico por citometria de fluxo

Apos todo o procedimento de avaliagdo da producdo de Oxido nitrico
intracelular pelos fagoécitos (conforme secdo 3.5) e da analise no citbmetro
FACSCalibur (BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA), o software FlowJo foi
utilizado para a identificacdo da populagao celular de interesse e determinacdo da
intensidade média e fluorescéncia dos marcadores fenotipicos avaliados.

A avaliagao da expressao de 6xido nitrico intracelular considerou a intensidade
média de fluorescéncia (IMF) emitida. Assim, o estimulo provocado pelo contato com o
bacilo de M. leprae (antigeno de Mitsuda) promoveu o deslocamento da populagao
celular ao longo do eixo da intensidade de fluorescéncia e a diferenca média entre os
grupos estimulados e sem estimulo pode ser medida.

A figura 6 representa a metodologia empregada na analise da fluorescéncia de

DAF-2T+ na populagdo de interesse. Conforme representado na figura 7A, a
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populagdo de mondcito foi selecionada por uma janela (R1) - “gate”, através da
construgcao de graficos de densidade de fluorescéncia-2 (FL2, CD14-PE) versus
granulosidade celular (Side Scatter - SSC). Em seguida, para avaliagdo da emissao de
DAF-2T+ foram construidos histogramas de marcador FL1 versus numero de células
para determinar a IMF da populagédo selecionada, como mostrado nas Figuras 7B e
6C.

Da mesma forma, a populagdo de neutréfilos foi selecionada por uma janela
(R2) - “gate”, através da construcao de graficos de densidade de fluorescéncia-2 (FL2,
CD14-PE) versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC), como representado na
figura 7D. Para avaliagdo da emissdo de DAF-2T" foram construidos histogramas de
marcador FL1 versus numero de células para determinar a IMF da populagao
selecionada (R2), como mostrado nas Figura 7E e 7F.
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Figura 7 - Sequéncia de procedimentos utilizados para avaliar a produg¢dao de éxido
nitrico em monocitos e neutrofilos do sangue periférico. (A) Grafico de distribuigdo pontual
CD14-PE/FL2 versus SSC utilizado para a selecdo da populacdo de mondcito - R1 com
fenotipo CD14-SSC "Me™edée (B) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) de
DAF-2T/FL1 versus numero de células selecionadas na regido R1 em cultura de sangue de
paciente sem estimulo do antigeno; (C) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia
(IMF) de DAF-2T/FL1 versus numero de células selecionadas na regido R1, em cultura de
sangue de paciente com estimulo do antigeno de Mitsuda. (D) Grafico de distribuicao pontual
CD14-PE/FL2 versus SSC utilizado para a selecdo da populagdo de neutrdfilos - R2 com
fenotipo CD14+SSC™™e%® (E) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) de
DAF-2T/FL1 versus numero de células selecionadas na regido R2 em cultura de sangue de
paciente sem estimulo do antigeno; (F) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia
(IMF) de DAF-2T/FL1 versus numero de células selecionadas na regido R2, em cultura de
sangue de paciente que recebeu estimulo do antigeno de Mitsuda. A linha vertical é uma
referéncia para melhor visualizagao do deslocamento da intensidade média de fluorescéncia.
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3.7.2 Aquisicao e analise ex vivo do perfil de expressiao de HLA-DR, em
mondocitos do sangue periférico por citometria de fluxo

Apods todo o procedimento de fenotipagem dos leucdcitos (se¢ao 3.6) e da
analise no citbmetro FACSCalibur (BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA), o
software FlowJo foi utilizado para a identificacido da populacéo celular de interesse e
determinagdo da expressdo do HLA-DR apdés o estimulo com o bacilo M. leprae
(antigeno de Mitsuda). O anticorpo anti-CD14-FITC foi empregado nos ensaios para
facilitar a selecéo da populacdo de monécitos.

A populagao de mondcitos foi selecionada por uma janela (R1) - “gate”, através
da construcao de graficos de densidade de fluorescéncia-1 (FL1, CD14-FITC) versus
granulosidade celular (Side Scatter - SSC), como representado na figura 8A. Em
seguida, foi construido o histograma de HLA-DR-APC/FL4 versus numero de células
para determinar a IMF da expressdo de cada molécula na populagdo selecionada,

como representado na figura 8B.
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Figura 8 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar a intensidade média
de fluorescéncia da expressao de HLA-DR em mondcitos. (A) Grafico de distribuicdo
pontual CD14-FITC/FL1 versus SSC utilizado para a selecdo da populagdo de mondcitos - R1
com fendtipo CD14+. (B) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) de HLA-
DR-APC/FL4 versus numero de células selecionadas na regido R1.
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3.7.3 Aquisicao e analise do perfil de expressio de citocinas
intracelulares em mondécitos e linfécitos do sangue periférico

Apo6s todo o procedimento de marcagdo de citocinas intracelulares dos
leucécitos conforme descrito na secdo 3.6 e da andlise no citbmetro FACSCalibur
(BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA), o software FlowJo foi utilizado para a
identificagdo das populagdes celulares de interesse e avaliagdo da expressdo dos
marcadores. O anticorpo anti-CD14-FITC foi empregado nos ensaios para facilitar a
selecdo da populacdo de mondcitos (figura 9A), os anticorpos anti-CD4-FITC e anti-
CD8-PercP foram utilizados para a selecdo da populagdo de linfécitos (figura 10).
Inicialmente, a populagdo de mondcitos foi selecionada por uma janela-“gate” (R1)
através da construgdo de graficos de densidade de fluorescéncia-1 (FL1, CD14-FITC)
versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC), como mostrado na figura 9A. Apds
a selecdo da populacdo de interesse, foram construidos histogramas de
citocinaPE/FL2 versus numero de células para determinar a IMF da expressado de

cada molécula na populagéo selecionada, como representado na figura 9B.
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Figura 9 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de
mondocitos citocina+, apés o ensaio de imunofenotipagem. (A) Grafico de distribuicdo
pontual CD14-FITC/FL1 versus SSC utilizado para a selecdo da populagdo de mondcitos - R1
com fendtipo CD14". (B) Histograma de intensidade média de fluorescéncia (IMF) de
citocina/FL2 (TGF-B) versus numero de células selecionadas na regido R1.

Por outro lado, a populagéo de linfécitos (figura 10A) foi selecionada por uma
janela-“gate” R1, através da constru¢do de gréafico pontual de tamanho (FSC) versus

granulosidade (SSC). Apds a selecdo de interesse, R1, foram construidos graficos



48

(figuras 10B e 10D) de densidade de fluorescéncia, CD4-FITC/FL1 e CD8-PercP/FL3
versus granulosidade (SSC) para determinar o percentual de linfécitos CD4" e CD8"
(R2 e R3, respectivamente). Para cada uma destas populag¢des, foram construidos
histogramas de citocinaPE/FL2 versus numero de células para determinar a IMF da
expressao de cada molécula na populacdo selecionada, como representado nas
Figuras 10C e 10E.
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Figura 10 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de
linfécios citocina positiva, apés o ensaio de imunofenotipagem. (A) Grafico de distribuigao
pontual de tamanho (FSC) versus SSC utilizado para a selegao da populagao de linfécitos - R1.
(B) Grafico de distribuicdo pontual deCD4-FITC/FL1 versus SSC de células selecionadas na
regidao R1. (C) Histograma unidimensional de fluorescéncia citocina-PE/FL2 (IL10) versus
numero de células selecionadas na regido R2 para analisar a intensidade média de
fluorescéncia das células presentes neste gate. (D) Gréfico de distribuicdo pontual de CD8-
PercP/FL3 versus de SSC de células selecionadas na regido R1. (E) Histograma
unidimensional de fluorescéncia citocina-PE/FL2 (IL10) versus numero de células selecionadas
na regido R3 para analisar a intensidade média de fluorescéncia das células presentes neste
gate.
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3.7.4 Aquisicao e analise ex vivo do perfil de expressao dos marcadores
TLR2 e TLR4 em mondcitos, neutréfilos e linfécitos do sangue periférico
por citometria de fluxo

Apods todo o procedimento de fenotipagem dos leucdcitos (se¢ao 3.6) e da
analise no citbmetro FACSCalibur (BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA), o
software FlowdJo foi utilizado para a identificacdo da populagéo celular de interesse e
determinacgao dos receptores TLR2 e TLR4 apds o estimulo com bacilo da M. leprae.
Os anticorpos anti-CD14-FITC foi empregado no ensaio para selecionar a populagao
de mondcitos e os anticorpos anti-CD4-FITC e anti-CD8-PercP para a selecionar a
populacéo de linfocitos.

A populagao de mondcitos foi selecionada por uma janela (R1) - “gate”, através
da construcao de graficos de densidade de fluorescéncia-1 (FL1, CD14-FITC) versus
granulosidade celular (Side Scatter - SSC), como representado na figura 11A. Em
seguida foi construido um histograma TLR2-PE/FL2 e TLR4-PE/FL2 versus numero de
células para determinar a intensidade média de fluorescéncia de expressdo de cada

molécula na populagao selecionada como representado na figura 11B.
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Figura 11 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar a intensidade média
da expressao receptores do tipo Toll (TLR2 e TLR4) em mondcitos. (A) Grafico de
distribuicdo pontual CD14-FITC/FL1 versus SSC utilizado para a selegdo da populagcido de
mondcitos - R1 com fendétipo CD14". (B) Histograma de Intensidade Média de Fluorescéncia
(IMF) de TLR-PE/FL2 (TLR2) versus numero de células selecionadas na regiao R1.

A populagéo de linfécitos foi selecionada por uma janela (R1) - “gate”,

através da construgao de graficos de distribuigdo pontual de tamanho (FSC)
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versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC), como representado na figura
12A. Em seguida, foi construido graficos de densidade de fluorescéncia CD4
FITC/FL1 e CD8 PercP/FL3, figuras 12B e 12D, para determinar o percentual
de linfocitos CD4+ e CD8+ (R2 e RS3, respectivamente). Finalmente, foram
construidos histograma, figura 12C e 12E, para determinar IMF da expressao

de cada molécula de TLR na populacao selecionada.
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Figura 12 - Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar a intensidade média
da expressao de receptores do tipo Toll em linfécitos. (A) Grafico de distribuicdo pontual de
FSC versus SSC utilizado para a selegdo da populagao de linfécito - R1. (B) Grafico de
distribuicdo pontual de CD4" versus SSC células selecionadas na regido R1. (C) Histograma
unidimensional de fluorescéncia de TLR-PE /FL2 (TLR4) versus numero de células
selecionadas na regido R2 para analisar a IMF das células presentes neste gate. (D) Grafico de
distribuicdo pontual de CD8" versus SSC células selecionadas na regido R1.(E) Histograma
unidimensional de fluorescéncia de TLR-PE/FL2 (TLR4) versus numero de células
selecionadas na regido R3 para analisar a IMF das células presentes neste gate
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3.8 Analise estatistica dos dados

Inicialmente, a natureza paramétrica ou ndo paramétrica dos dados foi avaliada
considerando-se o seu grau de independéncia, normalidade e variancia, empregando-
se o0 programa estatistico Minitab versao 11.0 (San Diego, USA). As demais analises
estatisticas foram realizadas, empregando-se o software GraphPad Prism 5.03. As
analises comparativas entre os grupos foi empregado o Test T student. Empregando o
prisma também foi calculados os quartis (25% e 75%). Em todas as analises, as

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

3.9 Diagrama de Venn

O Diagrama de Venn & uma ilustragdo das relagdes entre os grupos de
objetos que compartilham algo em comum. Geralmente, estes diagramas séo
usados para descrever conjunto de interse¢cdes (). Para analise de
intercessao-Diagrama de Venn entre os grupos paciente os grupos de
pacientes do polo tuberculdide (DD/DT/T), pacientes do polo virchowiano
(DV/V), pacientes com reacao hansénica tipo 1 (Tipo 1) e pacientes com
reagcao hansénica tipo 2 (Tipo 2) foi utilizado o software Bioinformatics &

Evolutionary Genomics, disponivel em http://bioinformatics.psb.ugent.be

/webtools/Venn/. Através do software foi possivel gerar uma tabela e um grafico

sob a forma de diagrama simétrico, indicando quais elementos estdo em
intercessdo entre conjuntos/grupos ou sdo exclusivos de um determinado

conjunto/grupo.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Os resultados serao apresentados de acordo com a sequéncia dos
objetivos especificos propostos. Desta forma os primeiros resultados
apresentados serdo relativos aos aspectos fenotipicos e funcionais da
imundade inata e adaptativa em leucdcitos circulantes considerando as

diferentes formas clinicas da hanseniase.

4.1 Expressao de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, éxido nitrico (DAF-2T)
em neutréfilos e mondcitos e as citocinas IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-B
em monocitos do sangue periférico de pacientes com diferentes formas
clinicas da hanseniase.

A analise imunofenotipica das células, no contexto ex vivo, por citometria
de fluxo, permite avaliar e quantificar a expressao de diversos marcadores de
superficie celular e a identificacdo dos diferentes fendtipos celulares.

Ao avaliar os resultados da expressdo da molécula TLR2 em neutrdfilos
e monocitos dos pacientes com as formas clinicas Tuberculéide (DD/DT/T) e
Virchowiano (DV/V) nado foi observado diferencas na expressédo quando
comparados ao grupo de pacientes controles “saudaveis”. Ja a analise da
expressao da molécula TLR4 mostrou que individuos com hanseniase, tanto da
forma Tuberculdide quanto Virchowiano, apresentaram uma reducdo na
expressao desta molécula em neutrofilos, mas esta redugdo nao foi observada
quando o TLR4 foi avaliado em mondcitos (figura 13).

As analises relativas a expressao da molécula HLA-DR em mondcitos,
mostraram que as células de pacientes Virchowiano (DV/V) apresentavam
maior expressao que os mondcitos dos pacientes Tuberculéide (DD/DT/T) e
pacientes controles “saudaveis” (figura 13).

Em relagdo ao parametro de atividade funcional de resposta imune
avaliado, como a produgao de 6xido nitrico, em neutréfilos € mondcitos através
do emprego de uma metodologia que usa uma sonda (DAF-2T) que revela a

presenca de o6xido nitrico intracelular, mostrou que tanto neutréfilos quanto
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monadcitos dos pacientes com hanseniase (DD/DT/T e DV) ndo apresentaram
diferengcas na expressao desta molécula quando comparados ao grupo de
pacientes controle (Figura13).

Os resultados relativos a expressao de citocinas intracitoplasmaticas em
monocitos, dentre elas, as de perfil inflamatério como a IL-8 e TNF-qa, e
também citocinas de perfil regulador, a IL-4, IL-10 e TGF-B , demonstrou que
apenas a expressao do TGF-B, apresentou uma redugdo em mondécitos dos
grupos de pacientes com hanseniase Tuberculéide (DD/DT/T) e Virchowiano

(DV/V) quando comparados ao grupo de pacientes controle
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Figura 13 - Expressao de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, é6xido nitrico (DAF-2T) em
neutroéfilos de mondcitos e as citocinas IL-8, TNF-q, IL-4, IL-10 e TGF-8 em mondcitos do
sangue periférico de pacientes com diferentes formas clinicas da Hanseniase. Os
graficos estdo representados em barras verticais, construidos com valores obtidos a partir da
intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos biomarcadores. Os individuos do grupo do polo
tuberculéide (DD/DT/T) estdo representados pela barra cinza claro, os individuos do polo
virchowiano (DV/V) estédo representados pela barra cinza escuro. Os retangulos com bordas
pontilhadas (| |) representam o intervalo de confianga de 95% dos valores observados nas
células dos pacientes do grupo controle “saudaveis’. As diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle estdo representadas por asterisco (*).
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4.2 Expressao de moléculas TRL2, TLR4 e citocinas IL-8, TNF-a, IL-4,
IL-10 e TGF-B em linfécitos T CD4" e T CD8" de pacientes com diferentes
formas clinicas da Hanseniase.

A avaliagdo de linfocitos T CD4" e T CD8" no sangue periférico dos
pacientes com as formas clinicas Tuberculdide (DD/DT/T) e também
Virchoviano (DV/V) mostrou ndo haver diferengcas dos porcentuais destas
células, quando comparados aos percentuais observados no grupo de
pacientes controles “saudaveis” (figura 14).

A avaliacdo da expressdo da molécula TLR2 em linfécitos T CD4" e
CD8", mostrou que as células CD8" do grupo de pacientes Virchowiano (DV/V)
apresentaram um aumento em relagdo ao grupo da forma Tubercul6ide
(DD/DTI/T) e pacientes controles. Por outro lado a expressado da molécula TLR4
em linfocitos T CD4" e CD8" ndo apresentou diferencas entre os grupos (figura
14).

Em relagdo expressdo de citocinas intracitoplasmaticas, foi observado
que linfocitos T CD8" do grupo de pacientes da forma Virchowiana (DV/V)
apresentaram maior expressdo da citocinas TNF-a e TGF-B quando
comparados ao grupo de pacientes da forma Tuberculéide (DD/DT/T), embora
a expressao destas citocinas nao tivessem diferenca em relagdo ao grupo
controle. Também foi observado que tanto linfocitos T CD4" e CD8", do grupo
Tuberculéide e Virchowiano, apresentaram maior expressdo de IL-10 que
linfécitos do grupo de pacientes controles. Em relagdo a expressdo das
citocinas IL-8 e IL-4, pelos linfécitos T CD4" e CD8", ndo foram observadas
diferencas entre grupo Virchowiano (DV/V) e Tuberculéide (DD/DT/T) em

relacdo ao grupo controle (figura 14).
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Figura 14 - Expressdo de moléculas TRL2, TLR4 e citocinas IL-8, TNF-q, IL-4, IL-10 e TGF-B em linfocitos T CD4" e T CD8" com diferentes formas
clinicas da hanseniase. Os graficos & esquerda representam o percentual de Linfécitos T CD4" e CD8". Os demais graficos foram construidos com valores
obtidos a partir da intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos biomarcadores. Os individuos do grupo Tubercul6ide (DD/DT/T) estdo representados pela
barra cinza claro, os individuos da forma clinica Virchowiana (DV/V) est&o representados pela barra cinza escuro. Os retangulos com borda pontilhada (___)
representam o intervalo de confianga de 95% dos valores observados nos linfocitos dos pacientes do grupo controle “saudaveis”. As diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao grupo controle estdo representadas por asterisco (*). A linha conectora (————) representa diferengas
significativas entre os grupos Tuberculo6ide e Virchowiano.
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A seguir serdo apresentados os resultados relativos aos aspectos
fenotipicos e funcionais da imunidade inata e adaptativa em leucdcitos
circulantes considerando as apresentagdes clinicas da hanseniase e as

reacdes hansénicas.

4.3 Expressao de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, éxido nitrico (DAF-2T)
em neutréfilos e mondcitos e citocinas IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-8 em
monocitos do sangue periférico considerando as apresentagdes clinicas
da hanseniase e as reagoes hansénicas.

Ao avaliar os resultados da expressao da molécula TLR2, foi observado
que a mesma apresentou-se reduzida tanto em neutréfilos quanto em
mondcitos do sangue periférico dos pacientes com reagao hansénica do Tipo 1
quanto comparados aos dos grupos das formas clinicas Tuberculdide
(DD/DT/T) e Virchowiano (DV/V) e também aos pacientes controle; esta
reducao foi observada inclusive em relagdo ao grupo de individuos com reagao
hansénica Tipo 2 (figura 15).

Em relagdo a expressdo de TLR4", os resultados demonstraram que
neutréfilos do grupo de pacientes com reagado hansénica do Tipo 1 havia
estatisticamente menor expressdo quando comparados ao grupo controle, fato
que nao foi observado quando comparado aos demais grupos. Embora a
expressdo do TLR4 em mondécitos do grupo de pacientes com a reagéo
hansénica do Tipo 1 ndo tenha apresentado diferenga em relagdo aos grupos
de formas clinicas Tuberculéide (DD/DT/T) e Virchowiano (DV/V) e a pacientes
do grupo controle “saudaveis”’, a sua expressdo apresentou-se reduzida
quando comparada ao grupo de pacientes com a reagdo hansénica do Tipo 2
(figura 15).

Os resultados da avaliagdo de oOxido nitrico mostrou que nao haver
diferengca de producdo em neutréfilos quando avaliado entre os grupos
estudados. Porém, quando a producdo de NO foi avaliada em mondcitos,
observou-se que embora ela ndo tenha sido diferente entre os grupos

Tuberculéide (DD/DT/T) e Virchowiano (DV/V) e ao grupo de paciente controle,
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a mesma foi maior no grupo de pacientes com reagao hansénica do Tipo 1 em
relagdo ao grupo de com reagao hansénica do Tipo 2 (figura 15).

A avaliagdo da expressao da molécula HLA-DR em mondcitos néao
mostrou diferengas entre os grupos avaliados (figura 15).

Em relagdo expressao de citocinas intracitoplasmaticas, os resultados da
avaliagao da produgao citocina, mostraram nao haver diferengas na expressao
das citocinas IL-8, TNF-q, IL-4 e TGF-p por mondcitos nos diferentes grupos
estudados, diferenca foi observada somente na expressao da citocina IL-10,
que se mostrou aumentada no grupo de reagao hansénica do Tipo 2 quando

comparado ao grupo Virchowiano (DV/V).
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Figura 15 - Expressdo de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, Oxido Nitrico (DAF-2T) em Neutréfilos e Monécitos e citocinas IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF:Ip em
Monécitos do sangue periférico de pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase e reagées hansénicas. Os individuos do grupo de reagdo hansénica Tipo 1
estdo representados pela barra cinza claro e os individuos do grupo de reagé&o hansénica Tipo 2 estdo representados pela barra cinza escuro. Os retangulos com borda

pontilhada (i_b representam o intervalo de confjanca de 95% do grupo controle. Os retadngulos na cor cinza ( ) representam o intervalo de confianga de 95% do grupo de
pacientes Tuberculdide e os retangulos pretos (| ) representam o intervalo de confianca de 95% do grupo de pacientes do grupo Virchoviano. As diferengas estatisticamente

significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle estdo representados por asterisco (*), as diferengas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo

Tuberculdide estao representados por "number sign" (#), as diferengas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagéo ao grupo Virchowiano esta representado por "section
sign" (§) e as diferencas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagcdo aos grupos de reagdes hansénicas Tipo 1 e Tipo 2 estdo representados por linhas conectoras
).
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4.4 Expressao de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, é6xido nitrico (DAF-2T)
e citocinas IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-B em linfécitos do sangue
periférico considerando as apresentagdes clinicas da hanseniase e as
reagoes hansénicas.

Os resultados relativos a avaliagdo da porcentagem de linfocitos T CD4"
e CD8" no sangue periférico dos pacientes com as formas clinicas
Tuberculéide (DD/DT/T) e Virchowiano (DV/V) e também reagdes hansénicas
do Tipo 1 e Tipo 2 nao apresentaram diferencas quando comparadas entre se
€ ao grupo de pacientes controles "saudaveis” (figura 16).

A avaliagdo da expressdo da molécula TLR2 em linfécitos T CD4" e
CD8" mostrou que apenas os linfécitos T CD8" do grupo de pacientes com
reacao hansénica do Tipo 2 apresentou aumento de expressdo em relagao aos
grupos de pacientes Tuberculéide (DD/DT/T) e ao grupo de pacientes do grupo
controle (figura 16). A avaliacdo da expressao do receptor TLR4 mostrou que
apenas os linfécitos T CD4" do grupo de pacientes com reacgdo hansénica do
Tipo 1 apresentou uma diminuigdo quando comparado ao grupo de pacientes
grupo controle.

Em relagao expressao de citocinas intracitoplasmaticas nos linfécitos, foi
observado que os linfocitos T CD8" do grupo de pacientes com reagdes
hansénicas do Tipo 2 apresentaram maior expressdao da citocina TNF-a
quando comparado ao grupo de pacientes Tuberculoide (DD/DT/T). Verificou-
se também que a expressao da IL-10 estava aumentada tanto nos linfécitos T
CD4" quanto nos linfécitos T CD8" dos grupos com reagdes hansénicas (Tipo 1
e Tipo 2) quando comparadas ao grupo de pacientes controle, embora n&o
apresentassem diferengas aos grupos forma clinica tuberculéide (DD/DT/T) e
virchoviana (DV/V). A expressdo de TGF-§ mostrou um aumento nos linfocitos
T CD8" nos grupos de reagdes hansénicas do Tipo 1 e Tipo 2, sendo que do
grupo de reacdes do Tipo 1 foi maior que todos os grupos avaliados, enquanto
que o aumento na expressao desta citocina no grupo de reagédo hansénica Tipo
2 foi maior que a observada nos grupos Tuberculdide (DD/DT/T) e Virchowiana

(DV/V), mas nao do grupo controle (figura 16).
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Figura 16 - Expressao de moléculas TRL2, TLR4, HLA-DR, Oxido Nitrico (DAF-2T) e citocinas IL-8, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-8 em linfécitos T CD4" e
T CD8" do sangue periférico de pacientes com dlferentes formas clinicas da hanseniase e reagoes hansenlcas Os individuos do grupo de reagao
hansénica do Tipo 1 estdo representados pela barra cinza claro e os individuos do grupo de reacdo hansénica do Tipo 2 estdo representados pela barra
cinza escuro. Os retadngulos com borda pontilhada (;) representam o intervalo de confianga de 95% do grupo controle. Os retangulos na cor cinza ()
representam o intervalo de confianga de 95% do grupo de pacientes do grupo tuberculdide e os retdngulos pretos (-) representam o intervalo de confianca
de 95% do grupo de pacientes do grupo Virchowiano. As diferengas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagéo ao grupo controle estdo representados
por asterisco (*), as diferengas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo Tuberculdide estdo representados por "number sign" (#), as
diferengas estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo Virchowiano esta representado por "section sign" (§) e as diferencas estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagédo aos grupos de reagdes hansénicas Tipo 1 e Tipo 2 estao representados por linhas conectoras (——).
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4.5 Perfil de biomarcadores da imunidade inata e adaptativa de leucécitos
do sangue periférico de individuos com as formas clinicas da hanseniase
e pacientes com reagao hansénica apés estimulo com bacilo
Mycobacterium leprae.

Para apresentacdo destes resultados, os dados obtidos foram
normalizados com o intuito de evitar possivel viés de interpretacado inerente a
caracteristica dos resultados quando avaliados individualmente. Sendo assim,
os valores usados na construgcdo dos graficos da figura 17, foram obtidos a
partir de valores de baseline folds (valor obtido a partir da razdo da intensidade
média de fluorescéncia dos biomarcadores obtidos nas células da cultura "in
vitro" na presenca do estimulo do M. leprae, pelo valor obtido da cultura
controle, sem estimulo). Esta forma de analise torna possivel eliminar qualquer
diferenca individual que possa haver entre a expressao do biomarcador na
célula estimulada ou ndo, pois leva em consideracdo o nivel basal de
expressao do biomarcador e como comporta a resposta imune na presencga do
bacilo.

Os resultados desta analise estao representados por graficos de radar
referente a assinaturas de biomarcadores, gerados a partir da porcentagem de
individuos que apresentaram um valor de baseline folds acima da mediana
global. Os graficos de radar construidos apresentam como ponto de corte a
porcentagem de 50% e cada raio representa um tipo de célula e o biomarcador
por ele expresso.

Uma anadlise do grafico radar que envolve a resposta imune dos
pacientes do grupo controle foi possivel observar um equilibrio entre a area da
resposta imune inata (lado esquerdo do grafico A, da figura 17) e da resposta
imune adaptativa (lado direito do grafico A, da figura 17).

Em relacdo a analise dos resultados da resposta imune de pacientes no
grupo Tuberculéide e Virchowiano, pode-se observar que ha uma expansao
nas areas imunidade inata e adaptativa, em relagcdo ao grupo controle, mas
com predominio do padrao da resposta imune adaptativa (grafico C e D, figura
17, respectivamente). Considerando o ponto de corte 50%, observou-se

prevaléncia de expressdo dos biomarcadores: CD4'TLR4", CD4'TNF-a’,
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CD4'TGF-B*, CD4'TLR4", CD8'TLR2", CD8'TLR4*, CD4"TNF-a*, CD8"IL4",
CD4"TGF-B*, Neutréfilos TLR4", Mondcitos DAF-2T ¥, Mondcitos TNF-a,
Mondcitos IL-4*, Mondcitos IL-10" estava presente no grupo de pacientes com
a forma Tuberculdide (grafico B, figura 17). No grupo Virchowiano (grafico C,
da figura 17), os biomarcadores que tiveram acima do ponto de corte foram:
CD4"IL-8", CD4'TNF-a*, CD4"IL-4", CD4'TGF-B*, CD8'TLR2*, CD8"TNF-a",
CD8'IL-4*, CD8'IL-10", CD8"TGF-B".

Em relacdo a analise dos resultados relativos a resposta imune dos
individuos dos grupos de reagédo hansénica Tipo 1 e do Tipo 2 (grafico D e E,
figura 17, respectivamente), em uma visdo geral o que se observa € que ha
uma reducgao tanto da imunidade inata quanto da adaptativa em ambos os
grupos. Pode ser observado nos graficos, que a maior redugao ocorreu na area
da resposta imune adaptativa, portanto, estes grupos apresentaram um
predominio da resposta imune inata. Os biomarcadores que apresentaram
ponto de corte acima de 50% no grupo de pacientes com reagdo do Tipo 1
foram: Neutrofilo TLR2, Neutréfilo TLR4", Neutrofilo DAF-2T*, Monécitos HLA-
DR*, Mondcitos TGF-B*, CD4*, CD4'TLR2", CD4"TNF-a*, CD4IL-4*, CD8"
(grafico D, da figura 17). Os biomarcadores que apresentaram ponto de corte
acima de 50% no grupo de pacientes com reagao do Tipo 2 foram: Neutrdfilo
TLR4 *, Mondcito DAF-2T*, Mondcito IL-4*, Monécito IL-10", CD4",
CD4'TLR4", CD4"IL-8", CD8'TLR4", CD8"IL-8" (gréfico E, da figura 17).
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Figura 17 - Perfil de biomarcadores da imunidade inata e adaptativa de leucocitos do
sangue periférico de individuos com as formas clinicas da Hanseniase e pacientes com
reacao hansénica apdés estimulo in vitro com bacilo Mycobacterium leprae. Os gréficos
representam a porcentagem de individuos que apresentaram niveis de biomarcadores acima
da mediana global, sendo que a linha central € o ponto de corte, fixado em 50% e a linha
externa representa 100% e cada raio representa um biomarcador avaliado. A) Grupo de
pacientes controles “saudaveis”; B) Grupo de Pacientes da forma Tuberculdide; C) Grupo de
Pacientes da forma Virchowiana; D) Grupo de pacientes com reagdo hansénica do tipo 1; E)
Grupo de pacientes com reagédo hansénica do tipo 2. Os valores apresentados em Negrito e
sublinhado, corresponde a valores acima da linha central que é o ponto de corte, fixado em

50%
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4.6 Resumo das alteragcoes fenotipicas e funcionais observados em
células da imunidade inata e adaptativa dos pacientes com hanseniase e
reagoes hansénicas.

A seguir serdo apresentados de forma sumaria os resultados que foram
obtidos nas andlises dos biomarcadores observados em leucécitos circulantes
imunidade inata e adaptativa em todos os grupos avaliados que foram: formas
clinicas da hanseniase, grupos Tubercul6ide e Virchowiano e reagdes
hansénicas, Tipo 1 e Tipo 2.

Primeiramente foi realizada uma sintese das principais alteracbes dos
biomarcadores encontrados nos leucdcitos, conforme pode ser visualizado na
figura 18A. A partir da analise dos resultados observados nesta figura, foi
construido o diagrama de Venn, que simboliza os grupos de pacientes
estudados e permite representar as relagdes existentes entre eles (figura 18B).

Ao analisar o diagrama de Venn foi observado que nao houve
biomarcador exclusivo no grupo de pacientes do grupo Tuberculbide
(DD/DT/T). Os biomarcadores exclusivos do grupo Virchowiano (DV/V) foram
dois: aumento de MON HLA-DR e de linfécitos T CD8IL10". Os biomarcadores
exclusivos dos pacientes do grupo com reacdo hansénica Tipo 1 foram:
diminuicdo de NEU TLR2", MON TLR2", CD4" TLR4" e aumento de NEU NO-
DAF-2T*, MON TLR2*, MON HLA-DR*,CD4" TLR2" e CD8". Os biomarcadores
exclusivos do grupo de pacientes com reagdo hansénica Tipo 2 foram:
aumento de MON IL-10" e de CDS8'IL-8". Os biomarcadores em comum,
interse¢do, entre o grupo de pacientes Tuberculéide e Virchowiano foram:
diminui¢cdo de MON TGF-B* e aumento de MON TNF-a ¥, CD4" TGF-8*, CD8"
TLR2*, CD4" TGF-B*, CD8" TNF-a*, CD8" IL-4", CD8" TGF-B*. O biomarcador
em comum entre o grupo de pacientes com reagcdo hansénica do Tipo 1 e do
Tipo 2 foi 0 aumento de linfocitos T CD4*. Os biomarcadores que se mostraram
universais, ou seja, compartilhados entre todos os grupos estudados foram os
aumentos de expressdes de MON IL-10" e NEU TLR-4".
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Figura 18 Sumario das alteragdes fenotipicas e funcionais observados em células da
imunidade inata e adaptativa dos pacientes com hanseniase e reag¢6es hansénicas.
(A) Sintese das alteragdes dos biomarcadores observados nos leucdcitos que apresentaram
alteragbes quando avaliados empregando protocolos de avaliagdo ex vivo (azul) e em cultura
na presencga do estimulo de M. leprae, in vitro (vermelho). As setas (1 |) representam aumento
ou diminuicdo de expressdo. (B) Representacdo grafica do Diagrama de Venn assimétrico
expressando, sob a forma de conjuntos de diferentes cores, os grupos de pacientes do pdlo
Tuberculdide (DD/DT/T, ©0), pacientes do polo Virchowiano (DV/V, "), pacientes com
reagdo hansénica Tipo 1 (Tipo 1, 200 e pacientes com reacgéo hansénica Tipo 2 (Tipo 2, D).
As intercessdes dos grupos foram representadas pela sobreposi¢ao das cores dos respectivos
grupos. Os valores internos no diagrama representam o numero de biomarcadores exclusivos
ou compartilhados (representados pelas interse¢gdes) dos grupos estudados e este
biomarcadores estdo descritos na parte inferior direita da figura.
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5 DISCUSSAO

A hanseniase é uma doenga infecciosa crénica causada pelo M. leprae,
um bacilo intracelular que infecta primariamente fagocitos (células dendriticas,
mondcitos e macrofagos) e células de Schwann (Araujo, 2003; Manca et al.,
2012). Esta doenga pode apresentar diferentes formas clinicas no homem e a
resposta imune do hospedeiro € um fator crucial para o curso da hanseniase
(Jarduli et al., 2013). O intrigado espectro das manifestacdes clinicas existentes
para a doenca demonstra duas formas polares, tuberculdide e virchowiana, e
as formas intermediarias denominadas dimorfas (dimorfa tuberculéide, dimorfa-
dimorfa e dimorfa-virchowiana). A manifestacao tuberculdide € a menos severa,
apresenta-se sob a forma de lesbes hipopigmentadas com poucos nervos
espessados levando a uma diminuicdo da sensibilidade das extremidades da
pele (Araujo, 2003). Esta associada a resposta imune celular, caracterizado
pela producdo de citocinas pro-inflamatoérias que podem participar na
eliminacdo do bacilo. A baixa carga de bacilos existentes nas lesdes e, quando
presentes, contidos nos granulomas sao caracteristicas desta forma clinica. A
forma virchowiana constitui o oposto da primeira forma descrita, a carga
bacteriana é difusa podendo causar placas, nédulos e numerosas zonas
anestésicas na pele, devido a danos nos nervos periféricos. A resposta imune é
caracterizada por citocinas de perfil imunossupressivo, fazendo ser uma
resposta problematica para o paciente (Ridley & Jopling, 1966).

Durante o curso crénico da hanseniase podem ocorrer episodios
reacionais imunologicamente agudos que leva prejuizos nos nervos e as
inabilidades. As reacdes hansénicas sao fenbmenos inflamatérios que podem
acontecer devido a alteragdes no balango imunoldgico entre o hospedeiro e o
bacilo e que estdo diretamente envolvidos com a morbidade e incapacidade da
funcdo do nervo periférico. Estes episddios, podem acontecer antes do
diagndstico e até mesmo apds o término do tratamento (Goulart, 2002; Araujo,
2003) e estas reagdes podem ser classificadas em Tipo 1 (Reagao Reversa -
RR) e Tipo 2 (Eritema Nodoso Hansénico - ENH).

A reagdo do Tipo 1 ocorre geralmente no inicio do tratamento, devido

provavelmente, a lise dos microrganismos e a liberagdo de antigenos que
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levam a uma resposta imunolégica, com aumento de citocinas com
caracteristicas de resposta imune celular, por exemplo TNF-a. A reacao do tipo
2 acontece quase que exclusivamente na forma virchowiana da doenga e se
caracteriza por elevados niveis de TNF-a e formagdo de imunocomplexos
(Yamamura et. al., 1992).

Pires et al. (2015), ao estudar as co-morbidades HIV-hanseniase,
verificaram que ha uma diminuicdo na frequéncia da ocorréncia de reagoes
hansénicas nos individuos acometidos por ambas as doengas. Quando
acontecem, a reagao do tipo 1 € a mais comum. Segundo estes autores, a
ocorréncia dos surtos reacionais da hanseniase nos individuos co-infectados
tem sido associado a melhora da imunossupressao causada pelo virus.

O tropismo celular para M. leprae inclui principalmente os macréfagos
residentes nos tecidos da pele e do trato respiratorio superior e as células de
Schwann do sistema nervoso periférico. A habilidade do sistema imune inato
de reconhecer os patdégenos € mediado por familias de padrdes de receptores
de reconhecimento altamente conservados que ativam as vias de defesa do
hospedeiro. Uma destas familias € compreendida como Toll Like Receptors
(TLR) sdo expressas por uma variedade de células com cada membro da
familia dotado de habilidade para reconhecer distintas classes de moléculas
conservadas de patdégenos (Takeuchi et al., 2000; Blander & Medzhittov, 2004).
Existem diferentes mecanismos de ativagcado de TLR que podem contribuir para
a defesa do hospedeiro e serem diretamente mediada pela resposta imune
inata, na regulagao de fagdcitos, induzindo atividade antimicrobicida (Blander &
Medzhitov, 2004; Doyle et al., 2004; Thoma-Uszynski et al., 2001). Mas ha
também pela indugédo da liberagdo de citocinas com diferenciacdo de células
dendriticas imaturas tornando-as maduras, permitindo o sistema imune inato,
instruir uma resposta imune adaptativa (Medzhitov et al., 1997; Brightbill et al.,
1999). Os TLRs possuem a funcdo de iniciar uma cascata, que em ultima
analise, ativa genes regulados por NF-kB, um fator de transcricao das citocinas
pro-inflamatérias, das quimiocinas e também das moléculas co-estimulatérias
requeridas para ativacao de células T.

Membros da subfamilia de TLR2 que inclui TLR1, 2, 6 e 10, sdo os

unicos com habilidade de formar complexos heterodimeros. O TLR2, por
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exemplo, ao formar heterodimero com TLR1 é capaz de reconhecer
lipoproteinas triaciladas de bactérias gram positivas, gram negativas e acidos
resistentes (Aliprantis et al., 1999; Takeuchi et al., 2002). Sdo também capazes
de reconhecer  manose-lipoarabinomanana (LAM) ou arabinose-
lipoarabinomanana (AraLAM) do bacilo M. leprae (Means et al., 1999; Tapping
& Tobias, 2003). A ligacdo desta lipoproteina pode promover apoptose das
células de Schwann quando em ligacdo com TLR2 (Oliveira et al., 2003).
Portanto, este receptor € considerado imunorregulador porque possui a
capacidade de ativar macréfagos. E também sabido que ele esta claramente
envolvido na resposta imune inata contra micobactérias e, quando ativado tem
a capacidade de iniciar uma resposta protetora relacionada com a secrecao de
IL-12/23 e a diferenciacdo de macrofagos e células dendriticas (Krutzik et al.,
2003; Verreck et al., 2004). Estas células, por sua vez, tém a funcdo de
apresentar o antigeno e ativar células T virgens através da secre¢ao de IL-12
(Demangel & Britton, 2000), podendo levar a expansao e diferenciacao de
células Th1 produtoras de interferon (IFN-y), que induz os elementos da
resposta imune responsaveis pela eliminagcéo do bacilo, controlando a evolugao
da doencga (Mendonga et al., 2008).

Apesar da maioria dos estudos que envolvem TLR terem como foco sua
caracterizagao nas células do sistema imune inato (neutréfilos e mondcitos), ha
evidéncias de que estes receptores sao importantes para as células com
funcao na resposta adaptativa, o receptor TLR2 por exemplo, também pode ser
expresso em linfécitos T (Reynolds & Dong, 2013). Em nosso trabalho, o
receptor TLR2 n&o se apresentou alterado nos neutrofilos, mondcitos e nos
linfocitos T CD4" ("in vivo") dos pacientes do grupo Tuberculdide e
Virchowiano, mas se mostrou alterado nas células T CD8", sendo superior no
grupo de pacientes Virchowiano em relacdo aos grupos controle e
Tuberculéide. De acordo com Oliveira et al. (2003), ao avaliar a expressao de
TLR2 em células de Schwann verificou que este receptor, como em nosso
trabalho, ndo apresentou mudanga de expressao apds sua ativacdo com a
lipoproteina sintética de 19kDa de M. leprae e sugere que seu aumento estaria
ligado a apoptose destas células nervosas causando danos neurais.

Mostramos também que nos grupos de pacientes com reacdes
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hansénicas, o TLR2 foi inferior em mondcitos e neutréfilos do grupo de
pacientes com reagao Tipo 1 em relagdo a todos os outros grupos estudados.
Nos linfécitos T CD8" este receptor se mostrou superior no grupo de reacdo
hansénica do Tipo 2 em relagdo aos grupos controle e de pacientes do grupo
Tuberculéide. Lee et al. (2010) ao estimular mondcitos com peptideo de 19kDa
de M. leprae verificou um aumento deste receptor no grupo de pacientes com
reacdo do tipo 2 em comparagdao aos pacientes com a forma clinica
virchowiana. Segundo eles, o aumento de TLR2 provavelmente regularia a
expressdo de selectina nas células endoteliais para ligagdo dos neutrofilos,
contribuindo no processo inflamatério. Segundo Bochud et al. (2008)
polimorfismos existentes nos genes de TLR2 podem influenciar na ocorréncia
de reagao hansénica e os dados do seu trabalho sugerem que a expressao de
TLR2 pode ter um significante papel na mudanga da resposta imune e que
influencia na ocorréncia das reag¢des hansénicas.

O receptor TLR4 também tem sido relacionado a fungdo de
reconhecimento de micobactérias. O ligante classico para este receptor € o
lipopolissacarides (LPS), derivado de membranas de bactéria gram negativa.
Mesmo sendo o LPS ausente em membranas de micobactérias, estudos em
células transfectadas e macréfagos murinos tem mostrado que os bacilos M.
leprae e Mycobacterium tuberculosis sao reconhecidos por TLR4 (Means et al.,
1999a e b). O TLR4 é capaz de induzir maturagao e secregao de citocinas pro-
inflamatdrias nas células dendriticas (Jung et al., 2011). Em nosso trabalho, a
expressao de TLR4, em neutréfilos e mondcitos, nos grupos de hanseniase,
Tuberculéide e Virchowiano, foi inferior em relagdo ao grupo controle, mas nao
se mostrou alterada entre as células T CD4" e CD8". Entre os grupos de
individuos com reagao hansénica, a expressao deste receptor foi menor nos
neutrofilos e linfocitos T CD4" do grupo de pacientes com reagdo do Tipo 1.
Nos mondcitos, a expressdo de TLR4 apresentou diferenca entre os grupos de
reacao do Tipo 1 e do Tipo 2, sendo maior no segundo grupo. Existem poucos
trabalhos na literatura que relacionam TLR4 a hanseniase, embora Bochud et
al. (2009) nao tenha associado o receptor a uma forma clinica da hanseniase

ele sugere que o seu polimorfismo poderia interferir na suscetibilidade a
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doenga e acrescentam ainda que a sinalizagdo de M. leprae pode mediar a
nivel celular a modulacao de TLRA4.

Um mecanismo imuno-regulatério dependente de TLR, principalmente
TLR2, é a produgédo de iINOS pelas células do sistema imune inato (Hart &
Tapping, 2012). Ativacdo de macréfagos leva a produgédo de citocinas como
IL-12, IFN-y e TNF-a que induz produgéo de 6xido nitrico (NO) através de iINOS
(Boga et al., 2010). O NO, combina com reativos de oxigénio intermediario no
fagolisossomo e produz altos niveis de peroxinitrito toxico. Esta molécula esta
diretamente associada com resposta imune mediada por células uma vez que
participa diretamente da morte da micobactéria (Das et al., 2010; Talaue et al.,
2006; Lockwood et al., 2011). Na hanseniase, a expressao de iNOS tem sido
relatado localmente em biopsias da pele usando anticorpos monoclonais
(Lockwood et al., 2011). Em alguns estudos, o produto final do 6xido nitrico,
nitrato (NO3) e nitrito (NO3), tém sido avaliados a partir do soro de pacientes
usando a reagdo de Griess (Boga et al., 2010). Em nosso trabalho para
avaliagdo da producgdo de oxido nitrico, empregamos uma metodologia que
utiiza uma sonda, o diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA). A
metodologia se baseou na capacidade que o NO tem de oxidar esta sonda
nao-fluorescente para uma forma fluorescente (DAF-2T). A medida desta
fluorescéncia é realizada pela leitura da amostra no citdmetro de fluxo que sera
proporcional a concentracao de NO nas células (Schachnik et al., 2009)

Os estudos de Lockwood et al. (2011) mostraram altos niveis de iINOS
em macréfagos e células epiteliais provenientes de biopsias da derme,
granuloma e zona subepitelial das lesbes de pacientes com a forma clinica
tuberculéide e dimorfo-tuberculdide. Nas lesdes dimorfo-virchowiana a
deteccéo foi inferior aos grupos anteriormente citado e, nas lesdes virchowiana
nao houve detecgao desta enzima. Estes dados confirmam que a expressao de
INOS esta associada a resposta imune mediada por células. Boga et al. (2010)
compararam em seu trabalho os metabdlitos de NO, NO3 e NO;, no soro de
pacientes com hanseniase clinicamente classificados em paucibacilares (PB) e
multibacilares (MB), e grupos dos tipos de reag¢des causadas por esta doencga,
Tipo 1 e Tipo 2, separados em grupos tratados e nao tratados com

poliquimiotetapia (PQT) por no minimo seis meses. Das analises realizadas,
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verificaram que os metabdlitos de NO do grupo de individuos MB, nao tratados
com PQT, e individuos com reagcdo do Tipo 1, foi superior ao grupo de
individuos saudaveis. Pacientes MB, em tratamento de PQT teve redugao nos
niveis de nitrito. Similarmente, houve reducdo dos niveis de nitrito nos
pacientes com reacdo do Tipo 1 em tratamento de PQT e predinisona.
Pacientes com reacdo do Tipo 1, multibacilares (MB), em tratamento,
apresentaram um valor de NO mais alto do que individuos paucibacilares (PB).
O autor cita que o tratamento com esterdides inibe NF-xB que por sua vez
impede a produgdo citocinas e isto tem como consequéncia a redugao de
niveis de NO. Os resultados que obtivemos, ndo corroboram com os descritos
anteriormente por Boga et al. (2010), visto que ndo encontramos diferenga na
producao de NO quando avaliados nos neutrofilos e mondcitos nos grupos de
pacientes com hanseniase, Tuberculdide e Virchowiano e com reagéao
hansénica, Tipo 1 e Tipo 2, este fato que pode ter ocorrido devido ao emprego
de uma metodologia diferente que avalia o NO intracitoplasmatico e também o
protocolo experimental, pois avaliamos em cultura de leucdcitos sob estimulo
do bacilo.

Lockwood et al. (2011) relata em seu artigo que a classificagao proposta
pela OMS, usado para separar os grupos de pacientes do trabalho de Boga et
al. (2010), € muito heterogénea em relagao a proposta de classificagdo de
Ridley & Joplin (1966). E reafirmam que por levar em consideragao aspectos
imunoldgicos na forma de classificar a hanseniase, estes ultimos autores
devem ser a referéncia para a determinagao das formas clinicas da hanseniase
nos trabalhos cientificos.

A moléculas de HLA tem importante papel na apresentacdo de
peptideos derivados de M. leprae para os linfocitos T do hospedeiro e entao
promover a ativagdo linfocitaria e consequentemente a imunorregulagado
(Jarduli et al., 2013). Escamilla-Tilch et al. (2013) ao investigar a associagao de
genes de HLA-DRB1 com a hanseniase em uma populagdo mexicana
identificou apenas 2 alelos que exibiam diferenga significativa na frequéncia
entre pacientes e controle; observaram uma frequéncia significativamente alta
no alelo HLA-DRB1*01 do grupo de MB comparado entre controles. Esta

associacao foi confirmada quando realizaram uma analise nos grupos
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baseados na classificacdo clinica e associaram o alelo HLA-DRB1*01 com
formas virchowiana e dimorfas da hanseniase. O alelo HLA-DRB1*07 esteve
associado com a hanseniase dimorfa. Segundo estes autores (Escamilla-Tilch
et al., 2013), os dados confirmam o papel do HLA na suscetibilidade genética
para o desenvolvimento da hanseniase em varias populagdes do mundo e
também confirmam o papel do HLA-DR na evolugao da doenca. Os autores
citam ainda, que o locus de HLA-DRB1*01 e HLA-DR*08 podem ser um novo
marcador genético para a suscetibilidade ou protegao contra a hanseniase.
Considerando também que ele possa ser empregada como um biomarcador
devido sua a expressao ter sido aumentada nos pacientes do grupo
Virchowiano e no grupo de pacientes com reacao hansénica do tipo 1. Em
nosso trabalho, a avaliacdo da expressao da molécula HLA-DR nos mondécitos
do grupo de pacientes Virchowiano foi estatisticamente superior ao grupo
controle e ndo observamos diferenca na expressdo desta molécula nos
monaocitos do grupo de paciente Tuberculdide quando comparada com o grupo
Virchowiano. Também nao foi encontrado diferenca na expressdo da molécula
quando comparado com os mondcitos dos grupos de pacientes com as reagao
hansénica e grupos de pacientes com hanseniase. Mas a andlise que leva em
consideragao o nivel basal do individuo através do calculo do index (figura 16,
letra D), verificamos um aumento da expressdo de HLA-DR no grupo de
individuos com reagédo reversa (Tipo 1). Estes dados corroboram com os
observados por Shibuya (2014) que encontrou em mondcitos classicos destes
mesmos grupos de pacientes o0 aumento na expressao de MHC Il. Segundo o
autor este biomarcador pode contribuir para as neurites destes individuos.

O bacilo M. leprae € um microorganismo que possui uma fraca
capacidade de ativar mondcitos, células dendriticas e desencadear a liberacéo
de citocinas pré-inflamatdrias. E um bacilo que estimula a producéo de TNF-a e
IL-10, mas inibe a inducdo de IL-18 em resposta a um segundo estimulo
(Manca et al.,, 2012). Braga et al. (2015) citam em seu trabalho que a
diferenciagdo de mondcitos em células dendriticas ndo € alterada devido a
presenca produtos derivado de sonicado do bacilo mas que a expressao de
HLA-DR, CD40, CD80, CD86 pode estar aumentada e a citocina IL-12 pode ser

diminuida. Sinsimer et al. (2010), com o objetivo de entender o processo de
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ativagdo celular em resposta ao patdégeno, avaliaram a capacidade de
expressao de citocinas na presenca do bacilo. Foram realizadas interacées de
mondcitos isolados de sangue de individuos saudaveis com M. leprae e foi
usado M. bovis (BCG) como controle positivo, um potente estimulador de
resposta imune inata usado na vacinagao contra tuberculose em humanos. Os
dados dos autores sugeriram que M. leprae desempenhou um papel no
controle da producédo de citocinas de mondécitos pelo fornecimento de sinais
regulatorios tanto positivamente quanto negativamente via multiplas
sinalizagcdes envolvendo NF-kB, PI3K e enzima conversora de IL-1B8 e (ICE)-
Caspases. Foi possivel observar que o bacilo de Hansen induz altos niveis
moléculas reguladoras negativas de IL-1 (IL-1Ra) e MCP-1, e que, embora seja
um fraco estimulador, possui a capacidade de influenciar no aumento de
expressdo de TNF-a e IL-10 em resposta a forte indugdo de um estimulo
secundario.

Segundo Tarique et al. (2015), pacientes com hanseniase apresentam
um estado onde as variagdes na producédo das citocinas irdo determinar as
formas clinicas da doenca. Resumidamente, o curso clinico da hanseniase
ocorre pela presengca de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias.
Pacientes Tuberculéide apresentam um padrao de citocinas de perfil pro-
inflamatdrio, que é caracterizado pela produgao de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2,
IL-7, IL-12, IL-15 e IL-18 nas lesbes de pele. Ao contrario, pacientes
Virchowiano apresentam resposta regulador com alta produgao de TGF-B, IL-
4, IL-5 e IL-10 (Jarduli et al., 2013).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria que pode ser produzida por
células tumorais ou outras células em resposta a um estimulo inflamatério,
infeccao ou stress (Jarduli et al., 2013). Ha evidéncias que seu envolvimento
seja benéfico para o paciente com hanseniase, uma vez que esta envolvido na
formagdo de granulomas. Pode ser produzida por macrofagos ativados na
forma tuberculdide (Lockwood et al., 2011; Jarduli et al., 2013) mas em altos
niveis tem a possibilidade de causar dano tecidual e neural (Vanderborght et
al., 2004). Esta citocina possui a capacidade de promover ativacdo de
macrofagos, para a destruicdo intracelular de M. leprae e potencializar os
efeitos do IFN-y (Jarduli et al., 2013). Lockwood et al. (2011), detectaram
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TNF-a em 78% das biopsias da pele. Segundo os autores a citocina estava
presente em macrofagos de células epitelidides e de granulomas e sua
expressao foi detectada predominantemente em macrofagos de pacientes com
as formas dimorfo-tuberculéide, mas também pode ser encontrados em
pacientes dimorfo-virchowiano, virchowiano e com reagao hansénica do Tipo 1.
Esta citocina ndo foi observada na derme ou em nervos da derme destes
pacientes. Nos pacientes com reagdo hansénica do Tipo 2 a alta presenca
desta citocina em macréfagos se destacou diante dos outros grupos estudados.
Stefani et al. (2009) avaliando niveis de TNF-a no plasma empregando a
metodologia de "multiplex bead assay", citam que apesar de existirem varios
estudos indicando um importante papel da citocina nas reagbes hansénicas,
especialmente nos pacientes com eritema nodoso hansénico, 0s seus
resultados indicaram que os niveis foram baixos entre os pacientes com reacao
hansénica do Tipo 2 e nao foram diferentes dos pacientes sem reacdo. Nossos
resultados corroboram com os encontrados neste trabalho uma vez que a
expressao desta citocina ndo apresentou diferengca nos mondcitos e linfocitos T
CD4", entre os grupos com hanseniase (Tuberculéide e Virchowiano) em
relagcdo o grupo controle. Além disto, nos linfocitos T CD8", expressédo de TNF-
a nos pacientes do grupo Virchowiano foi superior ao grupo Tuberculodide. Nos
monaocitos de pacientes com reacado do Tipo 2, a expressao foi superior aos
pacientes do grupo Virchowiano. Nos linfocitos T CD4" dos pacientes com
reacdo hansénica ndo houve diferenca de expressdo da citocina entre os
grupos estudados e, nos linfocitos T CD8", a expressao foi superior no grupo
de pacientes com reagao do tipo 2 em relagdo a pacientes do grupo
Tuberculdide.

Como sabido, a citocina IL-4 possui atividade imunoregulatora negativa
sobre a imunidade mediada por células, o que pode levar ao aumento da
proliferacdo bacteriana. Dentre as suas propriedades pode citar que sé&o
capazes de bloquear a proliferacdo dependente de IL-2 de células T humanas,
por inibir receptores de IL-2, bloquear a ativagao de mondcitos mediados pelo
IFN-y, inibir a expressdo de CD14 sobre mondécitos na produgédo de IL-1B e
TNF-a e bloquear a geracao de 6xido nitrico, necessario para a destruicdo de

patdgenos intracelulares (Salgame et al., 1991; Sieling & Modlin, 1994a). Na
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Hanseniase, a IL-4 pode contribuir para o aumento de anticorpos anti-PGL-1
em pacientes virchowiano e em sobrenadantes de cultura de células T CD8"
(Salgame et al., 1991; Sieling et al., 1993). No soro destes pacientes podem ter
também um papel na diferenciagdo e mudanga de classe de imunoglobulinas
de células B, bem como na habilidade para estimular proliferagdo células Th2
(Sieling et al., 1993). Sampaio et al.(2012), sugere que a IL-4 possa ser usado
como um biomarcador que auxilie na identificacdo de uma possivel tendéncia
do individuo evoluir para o pélo virchowiano da hanseniase. Em nosso
trabalho, embora a IL-4 n&o tenha apresentado diferengas na expressao entre
os tipos celulares dos pacientes com hanseniase e com reacdo hansénica, ela
talvez possa ser um marcador indicativo de evolugdo. Em nossa abordagem
que emprega o index e avalia os niveis de biomarcadores da populagao,
considerando a mediana global de cada grupo, a expressédo desta citocina
mostrou-se acima da mediana nos grupos de pacientes com hanseniase
(Tuberculdide, Virchowiano e reacdao hansénica, Tipo 1 e 2), e esteve
aumentada em Mondcitos e linfocitos T CD4™ e T CD8", conforme pode ser
visto nos radares da figura 17 (A, B, C, D e E).

A IL-10, assim como a IL-4, é outra citocina que esta envolvida na
regulacao inflamatéria e nas respostas imunoldgicas. Ela pode ser produzida
por mondcitos e por células T ativadas. Sua acdo ndo somente afeta o sistema
imune, mas pode influenciar também em alguns processos fisiolégicos
incluindo a angiogénese, tumorogénese e infecgdo (Jarduli et al., 2013). Uma
ativacao crénica local de IL-10 pode levar a uma diferenciacdo de células
TCD4*, originando uma subpopulacéo de células T regulatorias que produzem
altos niveis de IL-10, mantendo a supressdo da resposta imune antigeno-
especifica (Asseman & Powrie, 1998). Madan et al. (2011) em seu trabalho
descrevem que a citocina IL-10 é expressa em plasma de individuos
paucibacilar e multibacilar, sendo a maior expressao nesta ultima forma clinica.
Nao houve diferenga nos niveis da expressdo desta citocina entre individuos
dimorfo-tuberculéide e tuberculdide em relagdo aos individuos dimorfo-
virchowiano e virchowiano. Individuos com reacdo hansénica apresentou uma
expressao maior em comparagdo aos individuos com hanseniase.

Comparando os dois grupos com reagao hansénica, os pacientes com reagéo
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do tipo 2 apresentou maior expressao de IL-10 em relagcdo a pacientes com
reacao do tipo 1. Estes mesmos autores citam que a esta citocina desempenha
um papel importante na patogénese da reagao hansénica do tipo 2. O seu alto
nivel pode aumentar a resposta de células B e consequentemente aumenta a
formacao de anticorpos, o que potencializa a formagao de imunocomplexos. E
ainda acrescentam que com os resultados encontrados no trabalho, levam a
uma conclusdao de que o aumento de IL-10 pode predizer a ocorréncia de
reacao do Tipo 1 ou do Tipo 2. Resultados obtidos por Tarique et al. (2015)
corroboram com os obtidos por Madan et al. (2011) quando relataram que IL-
10 esteve presente tanto na forma tuberculéide quanto na forma virchowiana
mas o alto nivel encontrado foi em pacientes multibacilares em comparagao
com individuos paucibacilar. Palermo et al. (2012), ao combinar duas técnicas
empregados para avaliar a resposta imune de pacientes com hanseniase
mostram em seu trabalho que tanto em culturas de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), estimulado com MLCwA, antigeno proveniente de
uma preparacao da parede celular de M. leprae, quanto em imunohistoquimica,
a producao da citocina IL-10 foi superior em pacientes com as formas
Virchowiano do que em pacientes com a forma Tuberculéide da hanseniase
confirmando a idéia do papel supressivo da citocina nas lesdes Virchowiana e
na capacidade que ela possui de inibir a resposta pro-inflamatéria permitindo a
proliferagdo bacilar. Os resultados que obtivemos, em um contexto geral
corroboram com os anteriores descritos uma vez que embora a avaliacédo a
expressao da IL-10, nos mondcitos de pacientes com hanseniase Tuberculdide
e Virchowiano, ndo tenha sido observado alteragdo em relagcdo ao grupo
controle, em contra partida, nos linfocitos T CD4" a citocina se mostrou
aumentada em relagéo aos individuos sem a doenga. E também, nos linfocitos
T CD8" a expresséo da citocina IL-10 apresentou-se aumentada no grupo de
pacientes Virchowiano em relagdo ao grupo controle. Nos mondcitos de
pacientes com reacao do tipo 2 a expressao se mostrou aumentada em relagao
ao grupo Virchowiano. Nos linfocitos T estudados, CD4" e CD8", a citocina de
ambos os grupos de reagao hansénica, Tipo 1 e Tipo 2, se mostrou aumentada

em relagao ao grupo dos individuos controle.
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A citocina TGF- possui propriedade pro e anti-inflamatéria. Ela € capaz
de induzir a angiogénese e controlar mediadores inflamatdrios e por isto auxilia
na cicatrizacdo de lesdes por atuar na quimio-atragdo de monocitos e
leucécitos. Seus efeitos anti-inflamatdérios incluem antagonismo da proliferagcao
de célula T e IFN-y, como também regulacdo na producédo de iINOS e TNF-a.
Estudos imuno-histoquimicos tém mostrado que TGF-B esta presente nas
lesdes de pele de pacientes com hanseniase com a forma virchowiana.
(Lockwood et al., 2011). Estes mesmos autores descrevem em seu trabalho
que TGF-B foi detectavel em todas as formas clinicas da hanseniase. No grupo
de individuos com hanseniase indeterminado, houve baixos niveis de TGF-3
ficando localizado apenas nos granulomas sem nervo dérmico. Descrevem
ainda que a citocina se mostrou mais acentuada nos macroéfagos e nas células
epitelidides localizados nos granulomas e nervos da derme. Em todas as
biopsias do grupo virchoviano tiveram marcagdo para TGF-B e n&o houve
diferenca entre pacientes com ou sem reac¢ao do Tipo 2. Em biopsias da pele
com reacao do Tipo 1 e do Tipo 2, esta associagao foi mais forte nos pacientes
com a forma dimorfa-tuberculdide do que na forma dimorfa-virchowiana. Muito
destes achados s&o semelhantes aos encontrados em nosso trabalho.
Conforme hipétese descrita por Lockwood et al., acreditamos também que o
papel de TGF-B seria o de controlar a inflamacéao, talvez como uma resposta
protetiva na derme de uma intensa inflamagdo que € caracteristica da
hanseniase. Tarique et al., (2015) defendem que a alta expressdo de TGF-8 e
IL-10 podem ocasionar a presenga de macréfagos imaturos e células T
reguladoras. Segundo os mesmos autores, a alta expressao desta citocina em
um determinado microambiente pode favorecer a proliferacdo M. leprae nas
lesdes dos pacientes. Nossos achados estdo condizentes aos destes trabalhos
citados anteriormente, uma vez que mostraram que os mondcitos de pacientes
do grupo Tuberculéide e do grupo Virchowiano, apresentaram expressao de
TGF-B inferior ao grupo de individuos controle. Quando avaliadas nos linfécitos
T CD8+, a expressédo de TGF-B no grupo dos pacientes Virchowiano foi
superior ao grupo de pacientes Tuberculdide. A expressdo de TGF-B neste
mesmo tipo celular, porém em pacientes com reacado do Tipo 1, mostrou-se

superior a todos os grupos estudados e nos pacientes com reagao do Tipo 2 foi
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superior apenas ao grupo de pacientes Tuberculdide. Estes dados por nos
encontrados, da mesma forma que a citocina IL-10, reforcam a idéia do papel
regulador da citocina e da sua capacidade em promover um microambiente
préprio para a multiplicagdo do bacilo o que possibilita sua disseminacao e
portando uma evolugdo mais grave da doenca.

A citocina quimiotatica IL-8 € um importante recrutador de neutroéfilos
para os sitios de infeccdo. Na hanseniase, as quimiocinas de leucdcitos como
IL-8, MCP-1, MIP-1 estdo envolvidos no recrutamento celular na fase inicial da
infeccdo e ha evidéncias de que ela possa estar também presente na fase
cronica da doenga (Hasan et al. 2004). Procurando entender a expressao da
IL-8 e estabelecer um paralelo de expresséo desta citocina com a expressao
TGF-B e TNF-a nos mondcitos infectados com M. leprae e BCG de pacientes
com hanseniase virchowiana e compara-los com pacientes saudaveis, Hasan
et al. (2004) observaram que a expressdo de IL-8 apresentava-se alta em
concomitancia com o aumento de TGF-, o que ndo aconteceu com TNF-a em
pacientes com hanseniase virchowiana. Os mesmos autores acrescentam que
o contato com M. leprae e BCG foi capaz de ativar uma resposta de IL-8, mas
nao significativamente diferente do nivel basal. A expressao desta citocina foi
baixa nos doadores saudaveis, enquanto que nos pacientes virchowianos
esteve significativamente elevado, aproximadamente de trés a cinco vezes
mais alta do que nos pacientes controle. Em contrapartida, mondécitos, tanto do
grupo controle quanto o de pacientes mostraram ser significativamente mais
alto a producdo de TNF-a em resposta a estimulacdo do BCG quando
comparado com M. leprae. Estes resultados demonstram claramente que o
aumento de IL-8 em pacientes virchowianos é independente da resposta de
TNF-a e que a quimiocina quando ativa podem contribuir na patologia da
doenca. O mesmo trabalho, ainda nos mostra que enquanto outras citocinas
pro-inflamatérias podem estar reduzidas nos pacientes virchowiano, a resposta
imune do hospedeiro envolve quimioatrativos de leucdcitos, a IL-8 por exemplo,
de forma continua e isto contribui para o recrutamento celular de forma severa
da hanseniase resultando em doenca ao invés de protecao na fase cronica da
hanseniase. Embora esteja clara a participagdo da citocina IL-8, na

hanseniase, em nossos resultados a sua expressao nao mostrou-se alterada
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em nenhuma das subpopulag¢des de leucdcitos avaliados (mondcitos, linfocitos
T CD4" e CD8") dos grupos de hanseniase e de reagdo hansénica.

Em resumo, nosso estudo mostrou diferengcas em biomarcadores
imunoldgicas das formas/manifestagcbes da hanseniase. Acreditamos que os
resultados aqui obtidos poderao, futuramente, auxiliar na busca de ferramentas
mais eficazes de progndstico da doencga, diagndstico, tratamento e prevengao
da hanseniase e dos episodios reacionais. Vale salientar também, que estudos
mais recentes vem demonstrando que além do classico conceito da imunidade
mediada por células e da resposta humoral, € importante ser citado que novas
populacdes celulares que incluem células Th17, Th22, Th9, Th3, células T
auxiliares foliculares (Thf), células T invariantes associadas a mucosa (MAIT),
células T restritas por MHC Ib e subpopulag¢des de células T reguladoras (Treg)
podem participar da resposta contra M. leprae ou por outras micobactérias
(Kumar et al., 2011; Palermo et al., 2012;de Lima Silveira et al., 2015; Ribeiro
et al., 2015; Sadhu et al., 2016) que podem futuramente ser foco de estudo
para a busca de biomarcadores imunoldgicas das formas/manifestagdes da

hanseniase.
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6 CONCLUSOES

Uma vez obtidos os resultados e realizado uma analise em conjunto de
todos os marcadores da imunidade inata e adaptativa dos leucdcitos foi
possivel identificar biomarcadores que poderdo ser empregados para
descriminar as formas clinicas da hanseniase e as reagbes hansénicas. As

principais conclusdes relativas ao estudo foram:

- Independente da forma clinica, grupo de pacientes com hanseniase
apresentou baixo NEUTLR4" e MONTGF-B*, enquanto DV/V mostrou alto
MONHLA-DR".

- Ambos grupos de pacientes DD/DT/T e DV/V apresentaram aumento
de CD4IL-10", mas ndo somente DV/V apresentou aumento de CD8'TLR2" e
IL-10.

- Grupo de pacientes com reacao Tipo-1 exibiu, no geral, uma baixa na
regulacdo de TLR na imunidade inata e adaptiva (NEU:MONTLR2" e
NEU:CD4'TLR4").

- Foi observado alta regulagdo de CD4": CD8'IL-10" no grupo de
individuos com reacédo hansénica, mas somente o de pacientes com reagéo do

Tipo-2 mostrou aumento em MONIL-10".

- Assinaturas de biomarcadores especificos para M. leprae (*) revelaram
uma expansao das caracteristicas fenotipicas e funcionais nos pacientes com
hanseniase com aumento de *MONNO-DAF-2T" em DD/DT/T e alta regulagéo
de *NEUTLR2" e *CD8"IL-10" em DV/V.

- Na andlise de assinaturas de biomarcadores foi evidenciado uma
reducido na expressao dos principais biomarcadores dos pacientes com reacao

hansénica particularmente na imunidade adaptativa.
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Anexo 1
Tabela Suplementar 1- Relatdrio do Diagrama deVenn

Grupos N°de Interse¢des Elementos
Exvivo
BLL* 1 {IMONHLA-DR*}
Type 1* 3 NEU TLR2*, | MON TLR2*, | CD4* TLR4*
Type 2* 1 {IMONIL-10*}
BB/BT/T n BL/L* 1 {{MON TGF-8*}
BL/L n Type 2 1 {TCD8* TLR2*}
BL/L n Type 1 n Type 2* 1 {f CD8*IL-10*}
BB/BT/T n BL/L n Type 1 2 {{NEU TLR4*}
BB/BT/T n BL/L n Type 1 n Type 2* 1 {CD4*IL-10%}
In vitro
BL/L* 1 {ICD8*IL-10*}
Type 1* 5 {INEU NO-DAF-2T*, TMON TLR2*, TMON HLA-DR*, TCD4* TLR2*, TCD8"}
Type 2* 1 {ICcD8*IL-8"}
BB/BT/T n BL/L* 6 MON TNF-a *, 1CD4* TGF-*, 1CD8* TLR2*, T CD8* TNF-a*, 1CD8* IL-4*, 1 CD8* TGF-B*
BB/BT/T n Type 2 4 {TMON NO-DAF-2T*, TMON IL-4*, TCD4* TLR4*, TCD8* TLR4*}
BL/L n Type 1 2 {TNEU TLR2*, TMON TGF-3*}
BL/L n Type 2 1 {TCD4*IL-8%}
Type 1 0 Type 2* 1 {ICD4"%}
BB/BT/T n BL/L n Type 1 2 {TCD4* TNF-a*, TCD4" IL-4*}
BB/BT/T n BL/L n Type 2 1 {TMON IL-10*}
BB/BT/T n BL/L n Type 1 n Type 2* 1 {INEUTLR4"}

*Intersecdes selecionadas da Figura 6
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