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RESUMO

NOGUEIRA, Otto Castro. Estudo de subpopulacdes de linfocitos B na hanseniase. 2017. 52
f.. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A hanseniase &, até os dias de hoje, um importante problema de saude publica. Apesar
da poliquimioterapia (PQT) ter reduzido de forma significativa a prevaléncia da doenca de 5,4
milhdes para algumas centenas de milhares, a incidéncia de novos casos continua ocorrendo
nas regides endémicas. Embora representem apenas 1% a 7% dos leucocitos, os linfocitos B
desempenham papéis importantes na defesa imunoldgica. Essas células podem, além de
produzir anticorpos, apresentar antigenos e secretar diversas citocinas. Individuos com
alteragdes nessas células podem desenvolver autoimunidade, cancer, imunodeficiéncias e
alergias. O TLR9 possui um papel importante na inducéo de linfécitos B produtores de IL-10.
Essas células sdo capazes de inibir a diferenciacdo de células T CD4+ virgens em T helper 1 e
T helper 17, através da producdo de agentes anti-inflamatérios. Além disso, existem poucos
estudos referentes ao papel das subpopulacdes de linfécitos B na hanseniase. As
subpopulacdes foram discriminadas com base na expressdo de CD24 e CD38. Nossos
resultados mostraram um indicio de que os linfécitos B podem estar atuando na modulagao da
resposta imune em pacientes com hanseniase e de que essa modulacdo esta ligada a
capacidade que o paciente tem de responder ao M. leprae.

Palavras-chave: Hanseniase, Linfocito B, TLR9, Citometria de fluxo, CpG, Hlp.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Otto Castro. Study of subpopulations of B lymphocytes in leprosy. 2017. 52 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Leprosy is, to this day, a major public health problem. Although multidrug therapy
(MDT) has significantly reduced the disease prevalence from 5.4 million to a few hundred
thousand, the incidence of new cases continues to occur in endemic regions. Although they
represent only 1% to 7% of leukocytes, B lymphocytes play important roles in immune
defense. These cells may, in addition to producing antibodies, present antigens and secrete
various cytokines. Individuals with defective changes in these cells may develop
autoimmunity, cancer, immunodeficiencies and allergies. TLR9 plays an important role in the
induction of IL-10 producing B lymphocytes. These cells are able to inhibit the differentiation
of naive CD4 + T cells into T helper 1 and T helper 17 by producing anti-inflammatory
agents. In addition, there are few studies on the role of B-cell subpopulations in leprosy,
which were discriminated based on the expression of CD24 and CD38. Our results indicate
that B lymphocytes may be acting in the modulation of the immune response in patients with
leprosy and that this modulation is linked to the patient's ability to respond to M. leprae.

Keywords: Leprosy, B cell, TLR9, Flow cytometry, CpG, Hip
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INTRODUCAO

Hanseniase e aspectos gerais

A hanseniase € uma das doencas humanas mais antigas que se tem conhecimento,
cujos registros remontam a 4000 antes de Cristo em papiros egipcios (1). Estudos antigos
apoiavam a hipGtese de que a hanseniase tinha se originado na india e teria sido introduzida
na Europa por soldados gregos que retornaram da campanha indiana de Alexandre, o grande.
Porém, com o surgimento da tecnologia genémica comparativa, foi possivel estabelecer
relacbes genealdgicas com maior precisdo. Com o0 uso dessas tecnologias, Monot e seu grupo
encontraram evidéncias de que as diferentes cepas do Mycobacterium leprae vieram de um
ancestral comum que se originou no leste africano (2).

Esse mesmo estudo mostrou que a doenca foi importada para o Brasil em navios
negreiros oriundos da Africa durante o periodo colonial brasileiro, em que o trafico de
escravos era uma pratica comum (2). Em 1700, com o crescimento do numero de casos de
hanseniase no Brasil, autoridades coloniais e entidades filantropicas criaram a Santa Casa de
Misericérdia para tratamento dos doentes, e também leprosarios, que tinham como objetivo
deixa-los longe da sociedade. No inicio do século XIX, as pessoas doentes eram
discriminadas, perseguidas e isoladas, como aconteceu em 1713 no Recife, 1740 no Rio de
Janeiro, 1771 em Minas Gerais, 1787 na Bahia, 1796 em Pernambuco e 1802 em Sao Paulo
).

Na década de 1970, no Brasil, o dermatologista Abrado Rotberg iniciou uma
campanha para substituir a nomenclatura médica lepra pelo termo hanseniase, em homenagem
a Gerhard H. A. Hansen, descobridor do agente etiologico da hanseniase, com vista a
integracdo social das pessoas atingidas pela doenga. No mesmo periodo, ocorria no pais o fim
dos leprosarios e a reorganizacdo da rede publica de salde por meio da assisténcia
ambulatorial regionalizada. Nas décadas de 1980 e 1990, foi implantada a poliquiometerapia
(PQT), bem como a descentralizacdo do diagnostico e vigilancia na Atencdo Primaria de
Saude (4).

A hanseniase pode estar associada a distribuicdo geogréfica, pobreza, condigdes
higiénicas desfavoraveis e movimentos migratorios. As manifestacdes clinicas da doenca
contrastam com a baixa variabilidade do bacilo, sugerindo que a variacéo e a suscetibilidade a

doenca estariam associadas também a variabilidade genética do hospedeiro (5, 6). A fonte



12

mais importante de infeccdo sdo os doentes ndo tratados com alta carga bacilar, uma vez que
seus contatos possuem um risco de adoecer dez vezes maior que a populacao geral (7). Além
disso, a existéncia de bacilos em animais selvagens como o tatu de nove bandas, Dasypus
novemcinctus e esquilo vermelho, Sciurus vulgaris, teria também sérias implicagdes para o

programa de controle e erradicacdo da doenca em humanos (8, 9).

Epidemiologia

A hanseniase €, até os dias de hoje, um importante problema de saude publica.
Apesar da PQT ter reduzido de forma significativa a prevaléncia da doencga de 5.4 milhdes
para algumas centenas de milhares, a incidéncia de novos casos continua ocorrendo nas
regibes endémicas. Dados epidemiol6gicos mostram que 95% dos novos casos ho mundo
estdo concentrados em 14 paises (Figura 1). Durante o ano de 2015 foram detectados 210 758
novos casos de hanseniase no mundo. O Brasil é o pais com a maior taxa de incidéncia da
hanseniase na América do Sul, e encontra-se em segundo lugar em numero de casos,
perdendo apenas para a india. Segundo o Ministério da Salde, o Brasil teve 28761 casos
novos, correspondendo a um coeficiente de deteccdo geral de 14.07/100 mil habitantes (10,
11).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica dos novos casos de hanseniase, 2015.

Total no. of new-cases detected - Nombre total
de nouveaux cas dépistés

g e L

Legenda: Adaptado de WHO, 2017.
Fonte: WHO, 2017 .

Dos casos registrados no Brasil, a maioria dos casos novos concentra-se na regiao
Nordeste com 12848, seguida pela a regido Centro-oeste com 5667 e norte com 5181 casos
detectados. Os estados com as maiores taxas de casos novos foram Mato Grosso, Tocantins e
Maranhdo. Rio Grande do Sul foi o estado com a menor taxa de detecgdo, apresentando
aproximadamente um novo caso por 100 mil habitantes (Grafico 1). Esses dados demonstram

que o Brasil precisa concentrar mais esforcos para diminuir a incidéncia de Hanseniase (10).
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Gréafico 1 - Taxa de deteccdo geral de casos novos de hanseniase, estados, Brasil, 2015.
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Fonte: Ministério da Saude 2017.

Formas clinicas da Hanseniase

O diagndstico da hanseniase € clinico, baseando-se no aparecimento de manchas
avermelhadas ou regides hipopigmentadas na pele com alteragcdes de sensibilidade, apoiado
por exames laboratoriais como a observacdo de bacilos em esfregaco (baciloscopia), e analise
histopatoldgica das lesGes cutdneas. O numero de lesdes depende da imunidade celular do
doente. Individuos que apresentam uma resposta imune celular vigorosa e respostas imunes
humorais limitadas a M. leprae geralmente apresentam poucas lesdes cutaneas. indice bacilar
(IB) € um parametro diretamente relacionado a carga bacteriana, sendo o numero estimado de
todas as bactérias, independentemente da sua forma, presentes em um esfregaco. A
baciloscopia pode feita através do raspado dérmico de lesdo, l6bulos das orelhas e cotovelos.
Os resultados s@o expressos em escala logaritmica, 1+ (Pelo menos 1 bacilo em cada 100
campos), 2+ (pelo menos 1 bacilo em cada 10 campos), 3+ (pelo menos 1 bacilo em cada

campo) e assim por diante. Em 1982, a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), para regime
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de tratamento, classificou a hanseniase em duas categorias: sdo classificados como pacientes
com a forma paucibacilar (PB) aqueles que tém indice bacilar menor que 2+. E multibacilar
(MB) os pacientes que possuem indice bacilar maior ou igual a 2+.

De acordo com a classificacdo de Ridley e Jopling, a hanseniase se manifesta através
de um espectro de manifestacBes clinicas cuja caracterizacao se baseia em critérios clinicos,
bacterioldgicos, histopatologicos e imunoldgicos. Os pacientes do polo tuberculoide (TT) sao
individuos com alto grau de imunidade mediada por células e hipersensibilidade retardada,
apresentando uma lesdo Unica, presenca de um granuloma bem desenvolvido, sem bacilos
detectaveis, hipopigmentacdo central e diminuicdo de sensibilidade. Em pacientes de pele
clara, as lesbes sdo eritematosas, ou de cor cobre em individuos de pele escura. Estas lesdes
mostram uma superficie seca, e devido a anidrose sdo asperas ao toque. As lesbes no rosto
podem apresentar sensibilidade normal, pois esta area é rica em inervagdes sensoriais que
compensam 0s nervos danificados. JA no outro extremo do espectro encontramos o polo
lepromatoso (LL), que se caracteriza por pacientes com resisténcia mais comprometida ao M.
leprae, e que por isso apresentam infec¢do disseminada com numerosas lesGes. Além disso,
apresentam espessamento neural periférico e eventualmente podem desenvolver ceratite
(infeccdo que afeta a cdrnea), uveite (inflamacdo intraocular que compromete total ou
parcialmente a iris), madarose (perda ou queda de cilios), ulceracdo do nariz e destruicao
Ossea. Na biopsia de pele desses pacientes sdo encontrados macr6fagos com aspecto
espumoso contendo uma grande quantidade de bacilos. Entre esses polos, podemos encontrar
as formas intermediarias: “borderline”- tuberculoide (BT), “borderline”-“borderline” (BB),
“borderline” — lepromatosa (BL), onde a resposta celular pode variar de acordo com a
proximidade dos polos.

Podem ocorrer dois tipos de episédios reacionais na hanseniase: A reagdo reversa
(RR), também conhecida como reacdo de tipo 1, quando ocorre a ativagdo subita de
inflamacdo com perfil T helperl (Th1) em resposta aos antigenos do M. leprae. O ocorre com
maior frequéncia, embora ndo exclusivamente, em formas intermediarias (BL, BT ou BB).
Aproximadamente 30% dos pacientes podem desenvolver reacdes (12). O eritema nodoso
leproso (ENL), também conhecido como reacdo de tipo 2, € uma condicdo inflamatoria aguda
que envolve altos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), infiltracdo de tecido por
células CD4 e neutrdfilos, e aumento na producéo de citocinas. Os casos reacionais do tipo 2

ocorrem normalmente em pacientes com alto indice bacilar (Figura 5) (13-15).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do perfil espectral da hanseniase baseada a

classificacdo de Ridley e Jopling, 1966.

1T BT BB BL LL

Imunidade
mediada por

z Carga bacilar
célula

Dano no nervo

Reacgdo reversa

Legenda: TT (tuberculoide), BT (“borderline” tuberculoide), BB (“borderline borderline”), BL (‘“borderline”
lepromatosa), LL (lepromatosa). Estdo incluidos aspectos da resposta imune do paciente e os episddios
reacionais, denominados RR (reacdo reversa) e ENL (Eritema Nodoso Lepromatoso), os quais acometem
principalmente individuos das formas clinicas indicadas para cada tipo de episodio reacional (adaptado de Ridley
e Jopling, 1966).

Fonte: Adaptado Coura, 2005.

Mycobacterium leprae

Identificado pelo noruegués Gerhard Armauer Hansen em 1873, o M. leprae é um
patégeno intracelular obrigatério, uma bactéria Gram positiva com tropismo por fagdcitos
mononucleares e células de Schwann dos nervos periféricos. Taxonomicamente, esta bactéria
pertence ao reino Monera, classe Schizomycetes, ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. A reproducdo ocorre por fissdo binaria, e possui
um crescimento lento, com o tempo de geracdo de cerca de 14 dias. A temperatura 6tima para

o crescimento é inferior a 37°C, isso explica sua maior incidéncia em areas superficiais, como
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pele, nervos periféricos, testiculos e vias aéreas superiores e menor comprometimento visceral
(16-18).

Morfologicamente, o M. leprae é uma haste reta ou ligeiramente curvada, medindo
entre 1.5 a 8 micra de comprimento por 0.2 a 0.5 micron de diametro, e que pode existir como
bastonetes isolados ou agrupados. Uma peculiaridade da parede celular de micobactérias € a
grande quantidade de lipideos, o que Ihes confere caracteristicas Unicas como a resisténcia a
acidos, extrema hidrofobicidade, e a impermeabilidade a diversos compostos. Para coloragéo,
utiliza-se o método de Ziehl-Nielsen (Figura 3A) (18).

Figura 3 - Morfologia M. leprae, cultivo em pata de camundongo e tatu de nove bandas.
A T — !t”?' .

Legenda: A) M. leprae em um corte de pele de um paciente MB: N (material nuclear), M (membrana
plasmética), S (estoque de granulos), W (parede celular); MS (mesossoma); B) Patas traseiras de camundongo
nude inoculadas com M. leprae; C) tatu de nove bandas (D. novemcinctus).

Fontes: A) R J W Rees, 1985 B) Yogi Y, 1999 C) http://wikifaunia.com.

Um dos fatores importantes que regulam a transmissdo da doenca é a viabilidade do
M. leprae fora do corpo humano. Isso foi durante muitos anos dificil de avaliar, uma vez que
0 organismo nao é cultivavel in vitro (19). Shepard, em 1960, demonstrou que era possivel
cultivar in vivo o bacilo em camundongo, que possui uma temperatura média de 32°C, porém
0 bacilo se mantém somente na regido do coxim plantar, portanto sem envolvimento sistémico
(Figura 3B). No comeco da década de 1970, Kirchheimer e Storrs mostraram que o M. leprae

manifesta-se em tatu de nove bandas, Dasypus novemcinctus, como uma infeccéo


http://wikifaunia.com/
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disseminada sistémica com alteracGes estruturais e patologicas semelhantes as observadas em
tecidos e nervos de humanos com hanseniase (Figura 3C). Robert e Carl, em 1976,
mostraram um novo modelo de infeccdo experimental em camundongos “nude”, que nao
possuem resposta imunoldgica adaptativa eficaz devido a falta de linfocitos T, sendo que esse
modelo possibilitou a obtencdo de grande quantidade de bacilos viaveis e € utilizado nos dias
atuais (20-22).

No come¢o dos anos 2000, Cole e colaboradores sequenciaram o genoma do M.
leprae. Quando comparado ao genoma do M. tuberculosis, observa-se um genoma menor,
rico em genes inativos ou suprimidos, sugerindo que o M. leprae teria sofrido evolugédo
redutiva. Somente 49.5% dos genes codificam proteinas, e 27% sdo pseudogenes. Essa
delegdo de genes resultou em perda de vias metabdlicas, da cadeia respiratoria anaerobica, dos
sistemas catabolicos e de seus circuitos regulatorios. Essa reducdo pode explicar o porqué de
o0 bacilo exigir condigdes especificas para crescer; e também responderia a mudanca drastica
no estilo de vida da bactéria, que era de vida livre, e passou a ser intracelular obrigatoria. Essa
reducdo evolutiva também foi relatada em outros agentes patogénicos intracelulares como
Mycoplasma, Chlamydia e Rickettsia. No entanto, com aproximadamente 50% do genoma
aparentemente desprovido de funcdo, o M. leprae possui a maior proporcao de pseudogenes

em comparacao com outras bactérias patogénicas (23, 24).

Parede celular do M. leprae

No final da década de 70 do século XX, Brennan e colaboradores definiram a
composicdo estrutural da parede celular do M. leprae. A parede contém peptidoglicana ligada
a camada de galactana, a qual se ligam cadeias ramificadas de arabinana, formando
juntamente com a camada de peptidoglicana, uma zona elétron-densa em torno do M. leprae.
Os acidos micolicos estdo ligados aos terminais das cadeias arabinana para formar o folheto
interno de uma falsa bicamada lipidica. O folheto externo é composto de uma rica variedade
de é&cidos micolicos, acidos micoserosoicos, lipomanana, fosfatidilinositol manosideo,
lipideos dimicocerosatos de fitiocerol assim como glicolipideos fendlicos (PGLs), formando
uma zona eletrotransparente, representados na Figura 4 (25, 26). Os componentes da parede
celular micobacteriana sdo 0s primeiros a entrarem em contato com o0 hospedeiro e

consequentemente irdo desencadear o0s sinais associados a resposta imune inata. Essas
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moléculas microbianas sdo PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) que
induzem a ativacdo da expressdo génica e a sintese de varias de moléculas como citocinas,
quimiocinas, moléculas de adesdo e imunorreceptores, que irdo direcionar a resposta imune

adaptativa a patdgenos invasores (27).

Figura 4 _ Modelo esquematico dos componentes basicos da parede celular M. leprae.
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Fonte: Adaptado de Kaur D, 2009
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PGL-I, aspectos gerais.

O PGL-I, descoberto em 1981, é encontrado de forma abundante na parede celular do
M. leprae, representando cerca de 3% do peso total do bacilo. Apresenta um trissacarideo
distinto [3,6-di- O-Me-glucosopiranosil (1-4) 2,3-di-O-Me-ramnosopiranosil (1-2) 3-O-Me-
ramnopiranosil [(1-fenol)], que o faz um marcador exclusivo do M. leprae. Os niveis de PGL-
I no soro correlacionaam-se com o indice bacilar (IB), com niveis mais altos detectados em
individuos MB. Correlacionam-se também com infiltracdo difusa de nddulos cutaneos em
individuos lepromatosos polares com IB > 5.0. Os niveis no soro diminuem ao longo do
tratamento, refletindo a diminuigdo da sintese devido a morte dos bacilos. O PGL-I se liga
especificamente a laminina-2, que é uma glicoproteina envolvida na montagem da lamina
basal, presente nas células de Schwann. Desempenha um papel importante na regulacdo da
resposta imune, inibindo a maturacdo e ativacao das células dendriticas, facilitando a entrada
de bacilos em macréfagos e células de Schwann, contribuindo assim para a persisténcia do
patégeno. Um outro trabalho mostrou que células mononucleares incubadas com PGL-I
perdem a capacidade de secretar interleucina 1-beta (IL-1B) e TNF-a em resposta ao
lipopolissacarideo (LPS), sugerindo que o PGL-I modula negativamente a expressdo de
citocinas. Embora os com quec teste positivo para anticorpos anti-PGL-1 tenham um risco
oito vezes maior de desenvolver hanseniase, a triagem dos anticorpos PGL-I na populacdo
geral ndo é util, porque nem toda pessoa que desenvolve a doenca é anti-PGL-I positiva (26,
28-30).

Tratamento

O tratamento para a hanseniase baseia—se em uma combinacdo de antibioticos, a
poliquimioterapia (PQT). A PQT, desenvolvida pela OMS, consiste na combinagdo de
rifampicina, clofazimina e dapsona e tenta evitar a resisténcia medicamentosa do bacilo.
Desde 1981, a OMS fornece a PQT gratuitamente para pacientes com hanseniase em todos 0s
paises endémicos. Para pacientes PB a OMS recomenda um regime baseado em uma dose
mensal supervisionada de rifampicina (600 mg) e dapsona (100 mg) e doses diarias auto

administradas de dapsona (100 mg). Devem ser administradas seis doses em até nove meses.
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Na 62 dose, os pacientes sdo submetidos a exame dermatoldgico, a avaliacdo neuroldgica
simplificada e do grau de incapacidade fisica e recebem alta por cura. Para pacientes MB ¢
preconizado o uso combinado de uma dose mensal supervisionada de rifampicina (600 mg),
clofazimina (300 mg) e dapsona (100 mg) e doses diarias auto administradas de clofazimina
(50 mg) e dapsona (100 mg). Devem ser administradas doze doses. Na 122 dose, 0s pacientes

sdo submetidos a0 mesmo protocolo de avaliacdo que os PB (10, 11).

Transmissao

O mecanismo preciso de transmissdo do M. leprae ainda é desconhecido, porém,
acredita-se que os bacilos presentes nas vias aéreas superiores e pele de pacientes com alta
carga bacilar ndo tratados representem a principal via de transmissdo (31, 32). Alguns autores
sugerem a existéncia de reservatorios ndo humanos para o M. leprae tais como solo, agua,
plantas ou em vérias outras espécies de animais como amebas, insetos, peixes, primatas, tatus
e esquilos. A hanseniase tem sido observada em individuos que ndo relatam historia de
exposicdo ao M. leprae e que foram identificados em areas especificas, tais como areas

préximas a fontes de agua (8, 25, 33).

Resposta imune inata e adquirida na hanseniase.

A capacidade de sobrevivéncia esta relacionada ao desenvolvimento de estratégias néo
especificas, mas que evolutivamente direcionam a uma resposta contra particulas estranhas
gue conseguem ultrapassar as barreiras superficiais do organismo. Esta habilidade constitui a
imunidade, que rapida e eficientemente defende o hospedeiro de patdgenos invasores (34).

Os receptores Toll-Like (TLR) reconhecem padrdes moleculares especificos que estdo
presentes em componentes microbianos. A estimulacdo de diferentes TLR induz padrdes
distintos de expressdo génica, 0 que ndo apenas leva a ativacdo da imunidade inata, mas
também instrui o desenvolvimento de imunidade adquirida especifica para antigenos.
Inicialmente, o bacilo é reconhecido através de receptores da imunidade inata. O M. leprae

ativa inicialmente receptores TLR1 e TLR2 em mondcitos. Lipoproteinas triaciladas
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microbianas desencadeiam respostas do hospedeiro via TLR2 levando a ativacdo de
heterodimeros TLR2/1 (35).

Anaélises de imunohistoquimica revelaram que TLR1 e TLR2 sdo mais expressos nas
lesbes de pacientes com a forma TT quando comparados com 0s pacientes com a forma
disseminada da doenca (LL). A célula de Schwann também podem expressar TLR2 e a
ativacdo desta célula pode contribuir para o dano do nervo na hanseniase. Padrdes de citocinas
de tipo 1 e tipo 2 podem influenciar de forma diferente a ativacdo de TLR2/1 atraves de
lipopeptideos de M. leprae. As citocinas do tipo Thl interferon gama-1FN-y, fator estimulador
de colbnias de granulécitos-macréfagos-GM-CSF, 1L-12 e IL-18 provocam a ativacdo de
heterodimeros TLR2/1, enquanto que as citocinas de tipo Th2 (IL-4 e IL-10), inibem a
ativagdo. Citocinas do tipo Thl estdo relacionadas principalmente com a defesa mediada por
fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, ja as citocinas do tipo Th2 estdo
relacionadas com a producdo de anticorpos e reacdes imunes mediadas por eosinéfilos e
mastocitos contra patdgenos extracelulares, alérgenos e helmintos (36). Logo, o padrdo de
citocinas durante a infeccdo regula o sistema imune inato através de dois mecanismos
diferentes e independentes, um que afeta diretamente a ativagdo e outro que modula a
expressao. A ativacdo do receptor LILRAZ2 (do inglés leukocyte Ig-like receptor), que é mais
expresso em mondcitos/macréfagos (CD209+) de pacientes LL, inibe a liberagdo de IL-12
induzida por TLR2/1, mas preserva a liberacdo de IL-10. A molécula CD209 é essencial para
a endocitose do bacilo pelos macréfagos. Logo, o aumento da expressdo dessa molécula
favorece o aumento da carga bacilar. Similarmente, os fosfolipideos oxidados também sdo
capazes de inibir a liberacdo de IL-12 e preservam a liberacédo de IL-10 (37).

Um estudo recente do nosso grupo mostrou que a ativacdo de TLR9, que tem a fungédo
de detectar DNA, tem um papel crucial na geracdo de citocinas pro-inflamatorias durante o
ENL. Essa ativacdo € inicialmente desencadeada pelo complexo DNA-histona bacteriana e
potencializada por &cidos nucleicos proprios. O TLR9 é altamente expresso em células de
lesbes e células mononucleares de sangue periférico de pacientes hansénicos MB. Mondcitos,
linfocitos B e células dendriticas plasmocitoides (pDCs) séo as células que apresentam maior
expressao deste receptor (37).

Os macréfagos sdo fagocitos altamente heterogéneos e podem ser classificados
segundo sua polarizacdo em M1 e M2. O M1 é classicamente induzido por citocinas como
IFN- v, TNF, GM-CSF (do inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating fator) ou ainda
estimulos patogénicos como LPS. Os macrofagos M2 estdo associados com a supressdo da

resposta Thl, através da secrecdo de IL-10(38). Os macrdfagos que produzem IL-10 (M2),
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possuem alta expressao de receptoresde lectina do tipo C (CD209 e CD206) e receptores
scavengers (CD163, SR-A, CD36 e MARCO). O CD163 controla a captacdo do complexo
hemoglobina-haptoglobina, assim provendo uma fonte de ferro para a sobrevivéncia
micobacteriana. Grande parte dos receptores de lectina do tipo C e scavengers esta
relacionada a captacdo de células apoptdticas, apolipoproteina B, lipideos e lipoproteinas, que
sdo fontes de nutrientes para M. leprae (37). Outras lectinas do tipo C, os receptores de
manose, em conjunto com os receptores de complemento, CR1, CR3 e CR4 podem promover
a captacao do M. leprae por macréfagos, promovendo o aumento da carga bacilar (37, 39-41).
Bleharski e seu grupo, em 2003, analisou os perfis da expressdo génica das lesdes de
pacientes com hanseniase e mostrou que os genes do metabolismo lipidico do hospedeiro
foram regulados de forma diferente nas lesdes de pacientes MB e PB. Micobactérias
metabolizam &cidos graxos para geracdo de ATP durante o crescimento (42). O metabolismo
de acidos graxos derivados do hospedeiro € necessario para sintese de lipideos bacterianos e
fatores de viruléncia (43). O acimulo de fosfolipideos oxidados derivados do hospedeiro, 0
aumento das vias metabolicas lipidicas do hospedeiro nas lesGes de pacientes lepromatosos e
a dependéncia de M. leprae do metabolismo lipidico do hospedeiro sugerem uma ligacao
entre 0 metabolismo lipidico do hospedeiro e a imunidade inata, contribuindo para a
patogénese da infec¢do micobacteriana (37).

As células dendriticas funcionam como uma ponte entre a imunidade inata e adquirida,
pois essas células sdo apresentadoras profissionais de antigeno. Apds o contato com esses
ultimos, elas migram para o linfonodo e apresentam o antigeno paras as células T virgens, que
depois de estimuladas, podem se diferenciar em diversas subpopulacdes. As células
dendriticas processam o antigeno e apresentam a célula T CD8+ via moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | e CD4+ via moléculas de MHC de classe
I. A polarizacdo da resposta imune especifica para o M. leprae € um elemento importante na
patogénese e na determinagdo das manifestacdes clinicas. A resposta a citocinas do perfil Thl
como IFN-y, IL-2, IL-15 e TNF-a tem sido mostrada nas lesdes de pacientes PB. Além disso,
esses pacientes possuem alta resposta de linfocitos T e contencdo de bacilos em granulomas
bem formados. Em pacientes MB, é observada producéo de IL-10, diminuicdo de frequéncia
de células T CD4+ M. leprae-especificas produtoras de IFN-y, maior frequéncia de células T
reguladoras (T regs)e de linfocitos T CD8+, e maiores niveis de anticorpos contra antigenos
do M. leprae. Entretanto, todos esses mecanismos sdo incapazes de restringir o crescimento
do bacilo (44). A 1L-10 e o fator de crescimento tumoral beta (TGF-f), secretados por células

Tregs FoxP3+, contribuem para a atividade supressiva dessas células. O TGF-f3 esta associado
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com a anergia de células T e a inducdo da expressdo de FoxP3+ em células T de memoria e
virgens durante a progressao da doenca. As celulas com o perfil Th17 também possuem um
papel importante na hanseniase e e tém frequéncias mais altas em pacientes PB. A citocina
IL-17, secretada por essas células, possui papel protetor no inicio da infeccdo por M. leprae,
ativando macrofagos, recrutando neutrofilos e aumentando a expressao de células efetoras
com o perfil Thl, levando ao controle da carga bacilar. Por outro lado, as células Tregs
inibem a funcédo de diferentes células efetoras, tais como Thl e Th17. A presenca de citocinas
de células Th17 diminui consideravelmente o numero de células Treg FoxP3+ (45-47). Os
pacientes com o perfil MB, além do defeito da resposta Thl, também possuem resposta

humoral M. leprae especifica mais elevada que os PB (41).

Linfocitos B

Em 1890, Emil von Behring e Shibasaburo Kitasato relataram a importancia das
antitoxinas circulantes na imunidade a difteria e ao tétano. A compreensdo da natureza fisica
dos anticorpos como primeiro passo para a compreensdao da relacdo antigeno-anticorpo
comecgou na década de 1930, quando, através da técnica de eletroforese, foi possivel
demonstrar que anticorpos sdo y-globulinas (48). A identificacdo da fonte celular de
anticorpos ocorreu mais de uma década depois, em 1948, quando foi observado que o
desenvolvimento de plasmdcitos se correlacionava com as respostas de anticorpo apods a
imunizacgdo. Estudos de defeitos hereditarios de imunidade em seres humanos também
forneceram uma visdo dos componentes humorais. A primeira doencga de imunodeficiéncia foi
descrita em 1951 por Ogden Bruton. Ele observou a auséncia de y-globulinas séricas em um
menino que sofria de infeccOes bacterianas de repeticdo. O pesquisador interpretou este
achado como uma indicacdo da incapacidade do menino para produzir anticorpos. Assim,
Bruton o tratou com y-globulinas de doadores saudaveis para fornecer protecdo contra
infeccdes subsequentes (49). Em 1959, Gerald Edelman e Rodney revelaram a composigéo
das quatro cadeias de anticorpos, formada por cadeias pesadas emparelhadas e cadeias leves
ligadas por ligacdes de dissufeto (50). Em 1970, Martin Weigert e seus colaboradores
descobriram que a regido variavel da cadeia leve pode ser diversificada somaticamente e isto

alimentou um debate duradouro sobre a contribuigdo da “germline” para a diversidade
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somatica do anticorpo (51). O advento da tecnologia de DNA recombinante forneceu uma
nova forma de abordagem para resolver muitos dos problemas ndo resolvidos de
diferenciacdo de células B. Utilizando essa tecnologia, foi possivel saber que os segmentos de
genes das regifes variaveis e constantes das cadeias de imunoglobulinas sofrem rearranjo

somatico durante a diferenciacdo de células B (52).

Maturacdo dos linfécitos B

Embora representem apenas 1% a 7% dos leucdcitos, os linfocitos B desempenham
papéis importantes na defesa imunoldgica. Essas células podem, além de produzir anticorpos,
apresentar antigenos e secretar diversas citocinas. Individuos com defeitos nessas células
podem desenvolver autoimunidade, cancer, imunodeficiéncias e alergias. Em seres humanos
apos o nascimento, assim como em todos os mamiferos, o desenvolvimento dos linfécitos B
ocorre na medula déssea a partir de células hematopoiéticas. Dentro da medula ocorre o
processo de rearranjo funcional dos seguimentos do gene da imunoglobulina (53).

As células hematopoiéticas proliferam, gerando um grande numero de células pr6-B
que se desenvolvem em células pré-B através do processo de recombinacéo V, D e J no locus
da cadeia pesada da imunoglobulina. A proteina 1 da cadeia pesada da imunoglobulina se liga
as cadeias leves e juntamente com as proteinas de sinalizacdo Igo/IgP, forma o receptor
associado a membrana (pré-BCR). Moléculas de IgM sdo formadas e expressas na superficie
celular. O pré-BCR desencadeia o rearranjo no locus da cadeia leve e a proteina resultante
associa-se com a cadeia pesada p resultando no BCR completo na superficie de uma célula B
imatura. As células B imaturas saem da medula dssea como células B de transi¢cdo e migram,
através da circulacdo, para o baco para completar a maturacdo. Existem dois subconjuntos de
células B maduras, folicular (FO) e de zona marginal (MZ). As células B FO circulam no
organismo, e sdo encontradas no baco e no linfonodo (LN), enquanto as celulas B MZ
residem no baco. A manutencdo das células B maduras virgens depende de citocinas de
sobrevivéncia tais como BAFF (do inglés B-cell activating factor) e APRIL (do inglés A-
proliferation inducing ligand), reconhecimento de antigenos proprios e BCR. Os pontos de
verificacdo ocorrem ao longo do desenvolvimento das células B para eliminar as células B
auto reativas. Na medula, as células B que se ligam aos antigenos proprios, alteram a sua

especificidade de receptor (edi¢do de receptor), tornam-se anérgicas ou sdao eliminadas por
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apoptose, num processo chamado tolerancia central. As células B que reconhecem antigeno
na auséncia de células T helper tornam-se anérgicas. A tolerancia periférica é mais flexivel,
uma vez que também depende da competicao interclonal, da forca de sinalizacdo do BCR, e

dos sinais de citocinas (Figura 6) (54).

Figura 5_ Estégios de desenvolvimento dos linfocitos B
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Fonte: Adaptado Natalie Burrows, 2017.

Ativacdo de linfocitos B

A ativacdo de células B dependente de células T ocorre no centro germinativo no bago
e nos ganglios linfaticos. Essa ativacdo conduz ao desenvolvimento de plasmdcitos e switch
das células B de memdria. A ativacdo das células B no centro germinativo aumenta a AID (do
inglés, activation-induced cytidine deaminase), uma enzima crucial para aumentar as
hipermutacdes somaticas (SHM) da IgM. Este processo faz parte da maquinaria enzimatica
que gera SHMs na regido variavel do gene de imunoglobulina expresso pela célula.
Hipermutacdes aumentam ou diminuem a afinidade dos anticorpos para os antigenos. Esse
processo se torna importante para que 0s anticorpos se tornem ferramentas altamente
especificas contra antigenos patogénicos. Em paralelo, as imunoglobulinas alteram as suas
fungdes efetoras substituindo a regido constante de IgM por 1gG, IgA ou IgE. Os linfocitos B
de memoria e os plasmocitos podem residir nos 6rgdos linfoides ou migrar para a medula
0ssea. Bortnick, em 2012, mostrou que os linfocitos B podem se desenvolver em plasmaocitos
de forma T-independente. Nesse tipo de resposta, as células B s&o induzidas a expressar AID

e submetem-se ao switch de classe apds acoplamento duplo dos seus receptores TLR e BCR a
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padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS) e ligantes antigénicos (55, 56). Células
B imaturas, maduras e os plasmoblastos (precursores de plasmdcitos) tém a capacidade de se
diferenciar em células B reguladoras (Breg). As Breg sdo capazes de produzir citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, IL-35 e TGF-B. Possuem a capacidade de limitar a inflamagdo na
pele e em outras regides, como o sistema nervoso central, articulagbes e colon (57, 58). As
células Breg suprimem a diferenciacdo das células Thl e Th17 convertendo células T CD4+
efetoras em CD4+FOXP3, que sdo células T regs (58). Além disso, através da producdo de
TGF-B, as celulas B ativadas com lipopolissacarideo (LPS) podem induzir apoptose de CD4+
e anergia em células T CD8+ efetoras (59). As citocinas pré-inflamatorias IL-1p, IL-6 e GM-
CSF, combinadas com IL-15 podem induzir a diferenciacdo dessas células em camundongos.
LPS e oligodeoxynucleotides- b (CpG-b) induzem a diferenciacdo e ativacdo de Bregs por
meio da sinalizacdo de TLR9. Ou seja, a inflamacdo pode servir como um gatilho para a
diferenciacdo de Bregs, que seriam entdo parte de um loop de “feedback” negativo que evita

danos excessivos devido a resposta imune contra patdégenos (60).

Marcadores de subpopulacdes de linfécitos B do sangue periférico

O primeiro estagio de células B que pode ser detectado na circulacdo periférica €
denominado "célula B de transicdo". Essas células sdo imaturas e representam a populacao
recém emigrada da medula 6ssea. As células de transicdo podem ser distinguidas de outras
células B por expressarem marcadores de superficie celulares como CD10, CD19, CD38,
CD24 e IgM e e serem negativas para 0 marcador de superficie CD27. Em relacdo aos
marcadores de superficie de linfécitos B do sangue periférico, sabe-se que CD10 esta
envolvido no desenvolvimento das células B, e se liga a peptideos biologicamente ativos;
CD19 é uma glicoproteina transmembranar de tipo I, de 95 kD também conhecida como B4, e
estd envolvida no desenvolvimento, ativacdo e diferenciacdo das células B; CD38 é uma
glicoproteina que participa da ativacdo de linfocitos B e de adesdo celular; CD24 é uma
glicoproteina com papel na maturagéo e proliferacdo de linfocitos B; IgM é o primeiro tipo de
anticorpo que aparece em resposta a exposicdo a um antigeno; e, finalmente, CD27 é um
marcador de memoria em células B (61). As células B de transicdo constituem o menor
subgrupo de células B circulantes em adultos (2.4%). No entanto, elas representam uma alta

proporcdo de células B no sangue do corddao umbilical (4%). No sangue periférico de
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criancas, as frequéncias diminuem com o tempo.Aos 13 anos ja ocorre uma distribuicao de
células B de transicdo semelhantes a dos adultos (62, 63). As células de memoria sdo
derivadas dos linfocitos B de transicdo. Essa populacdo é aumentada nos idosos e expandida
em estado de estimulagdo cronica. Essa subpopulacdo possui 0s marcadores
CD19+CD24++CD38-IgD+CD27+(64). Os plasmoblastos podem ser encontrados
transitoriamente na corrente sanguinea, 0 que nao ocorre com os plasmaocitos que residem na
medula 6ssea. A maioria das células secretoras de anticorpos na circulacdo é plasmoblasto, e
0 aumento dessa populacédo est associado a doengas autoimunes e a evolugédo da tuberculose.
Essas sdo células de vida curta e podem expressar IgA ou 1gG na superficie (65). Em
mamiferos, grande parte da resposta de anticorpos precoce é provavelmente realizada por

essas células (66). Os plasmoblastos possuem os marcadores CD19+CD24-CD38+ (67, 68).

Apresentacdo de antigeno

Nas respostas de anticorpos T-dependentes, as células B captam antigenos através do
BCR, processam e apresentam através do MHC Il para associa¢cdo com o TCR da célula T
CDA4+. Estas irdo induzir ativacdo, proliferacao e diferenciacao das células B em combinacéo
com antigeno. O processamento de antigeno para a apresentacdo dependente de MHC 11 é
mediado por endossomas e lisossomas, enquanto a apresentacdo de antigeno dependente de
MHC | é mediada pelo reticulo endoplasmatico. A autofagia também desempenha um papel
importante na apresentacdo de antigenos MHC Il-dependente em células B e células
dendriticas, nas quais 0s autofagossomos se fundem continuamente em compartimentos
multivesiculares carregados com MHC I1. Os linfécitos B podem apresentar peptideos que sao

BCR- e autofagossoma- dependentes (69).



29

Receptores Toll-Like (TLR) nos linfécitos B

Os linfécitos B expressam um subconjunto distinto de familias de receptores TLR que
determinam a capacidade de responder aos padrfes microbianos. A base molecular e o
significado funcional da expressdo TLR restrita em células B ainda ndo estd clara. A
expressdo de TLRs em células B realca que estas células evoluiram para a detecgdo direta de
microbios. As células B virgens humanas expressam niveis baixos de TLRs, enquanto que as
células B ativadas e de memoria expressam niveis significativos de TLR1, TLR4, TLR®,
TLR7, TLR9 e TLR10 e baixos niveis de TLR2. Os TLRs tém aumento de expressdo em
células B humanas ap6s a ativacdo através de BCR ou estimulagdo de CD40, e isso é
especialmente visto no caso do TLR9 e TLR10 (70, 71). Lin e colaboradores, em 2004,
mostraram que, além de promover o switch através da regulacdo positiva da desaminase
induzida pela ativacdo, os TLRs podem influenciar nos isotipos de imunoglobulinas. Por
exemplo, o LPS induz switch para 1gG3, ao passo que LPS mais IL-4 promove 1gG1 e IgG3.
Em contraste, os CpGs promovem a expressdo de subgrupos de imunoglobulinas como
1gG2a, 1gG2b e 1gG3 e suprimem IgG1 e IgE (72). A ativacao excessiva de TLR7 e TLR9 foi
vista varias doencas inflamatorias e autoimunes cronicas, incluindo lGpus eritematoso
sistémico, artrite reumatoide e psoriase, enquanto 0s antagonistas destes receptores controlam
essas patologias. Além disso, foi visto em um trabalho recente de nosso grupo um aumento na
expressdo de TLR9 em pacientes com a forma MB da hanseniase (39). O TLR9 possui um
papel importante na inducdo de linfocitos B produtores de IL-10. Essas células sdo capazes de
inibir a diferenciacdo de células T CD4+ virgens em T helper 1 e T helper 17, através da
producdo de agentes anti-inflamatérios como a IL-10, IL-35, 1gG4, convertendo essas em
células T CD4+FoxP3+, reguladoras (Esse quadro pode contribuir para permanéncia do
patdgeno em pacientes hansénicos. Além disso, existem poucos estudos referentes ao papel
das subpopulagdes de linfécitos B na hanseniase. Logo, a analise de subpopulagdes buscando

o0 entendimento do papel destas na doenca se faz necessario.
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1 OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Investigar o papel de subpopulacdes de linfocitos B em diferentes formas clinicas da

hanseniase.

1.2 Objetivos especificos

A- Avaliar a relacdo e frequéncia de subpopulacbes de linfécitos B em individuos
saudaveis e pacientes com hanseniase;
B- Awvaliar o papel da ativacdo de linfdcitos B, quando estimulados com CpG-c ligada a

HIlp, em ativagdo funcional de linfocitos T.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Populagéo estudada e critérios de incluséo

Foram incluidos neste estudo individuos sadios e pacientes recém-diagnosticados
com hanseniase PB e MB sem e com reacédo do tipo eritema nodoso leproso, HIV-negativos,
gue ndo estiveram em uso de corticoesteroides por, pelo menos, trés meses, negativos para
diabete e com idades entre 18 e 65 anos. Os pacientes com hanseniase foram recrutados no
ambulatério Souza Araujo (IOC-FIOCRUZ), seguindo a classificagdo de Ridley e Jopling
(1966). Os doadores foram devidamente informados sobre a pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz da Fiocruz (CAAE 30621514.4.0000.5248, parecer CEP
I0C-Fiocruz 951.494)

2.2 Separacdo e obtencao de células mononucleares de sangue periférico (CMS).

As amostras de sangue periférico foram coletadas por puncdo venosa em tubos
heparinizados (Vacutainer— BD Biosciences, EUA). Posteriormente, o sangue coletado foi
diluido em uma proporc¢éo de 1:1 em PBS e centrifugado a 900 x g sobre gradiente de Ficoll-
Paque™ Plus, por 30 minutos a temperatura ambiente. O anel contendo as CMS foi coletado,
lavado com PBS, e centrifugado a 300 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, e as células lavadas novamente com 10 mL de PBS gelado, seguido de
centrifugacdo a 500x g durante 10 minutos a 4°C, por duas vezes. As células viaveis foram
determinadas pelo método de exclusdo por meio de coloragéo pelo azul de tripan (Sigma Life
Science), e avaliadas em camara de Neubauer para estimativa da concentracdo de células
viaveis. Todo o processamento do sangue foi realizado em camara de fluxo laminar,

respeitando as normas e precaugdes para manipulacdo de material biologico.
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2.3 Analise de moléculas de superficie de membrana celular por citometria de fluxo.

Ap0s isolamento das células mononucleares de sangue periférico, aproximadamente
1x108 células foram utilizadas para marcacéo de antigenos extracelulares. Antes da marcagéo,
as células foram bloqueadas com solu¢do PBS-BSA-EDTA contendo 5% de plasma humano
inativado por 30 min a 4°C. As células foram lavadas com solugdo contendo Soro fetal
bovino 2% (v/v) e EDTA 1mM em HBSS e, em seguida, marcadas por 30 min a 4°C com 0s
anticorpos descritos a seguir. Para observar as subpopulagdes de linfocitos B foram usados os
anticorpos CD24-FITC, IgD-PE, CD38-PC5.5, CD27-PECY7, CD3-PACIFIC BLUE e
CD19-APCCY7. Para andlise de linfocitos B reguladores, foram utilizados os anticorpos
CD3-PACIFIC BLUE, CD19-FITC, CD20-PE, CD25-APC. As células foram fixadas com
PFA por 20 min a 4°C e lidas em até 24 h no citdmetro de fluxo FACS Ariallu (BD®) da
plataforma de sorting celular e citometria de fluxo RPTO8A da Fiocruz-RJ. As analises das
populagcdes em suas regides de interesse foram realizadas com o programa FlowJo 10.2
(TreeStar®)

2.4 Separacdo celular e cultura de linfécitos B com CpG/Hlp

Cerca de 40 mL de sangue foram coletados por puncdo venosa de um paciente com
hanseniase lepromatosa, com 2 meses de tratamento com PQT. Apds o isolamento em
gradiente de ficol-hipaque, foram destinadas 4x10° de células mononucleares para cultura
com estimulo (M. leprae ou SEB) ou sem estimulo. As células mononucleares restantes foram
direcionadas para a separacdo celular por citometria de fluxo. A populacdo de linfocitos B
CD19+CD20+ foi isolada e estimulada ou ndo por 72 horas com 0,50 uM de CpG - c e 0,25
MM de HIp. Apos a cultura, os linfocitos B estimulados ou ndo foram colocados em cocultura
com as células mononucleares inicialmente depletadas de linfocitos B por sorting,
estimuladas com SEB ou M. leprae. A proporgdo utilizada foi de 1 linfécito B para cada 4
linfocitos T estimulados. Apds 24h de incubacdo, as células foram recuperadas e analisadas

por citometria de fluxo.



2.5 Materiais e reagentes

2.5.1 Meios de cultura e suplementos

Produto Cadigo Fabricante
Tampé&o HBSS 14170 Gibco/Life Technologies
L-glutamina 100x 25030 Gibco/Life Technologies
Soro Fetal Bovino 12657 Gibco/Life Technologies
PBS 1X 10010023 Gibco/Life Technologies
AIM-V 12055083 Gibco/Life Technologies

2.5.2 Reagentes

Produto Cadigo Fabricante
Ficoll-Hypaque 17-1440-2 GE Healthcare Life
Sciences
Tampéo EDTA AM9261 Ambion
Azul Tripano T8154 Sigma-Aldrich
Paraformaldeido Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich
DMSO D4540 Sigma-Aldrich
2.5.3 Anticorpos
Anticorpo | Fluorocromo Clone Fabricante Numero
catalogo
CD24 FITC ML5 BD Biosciences 555427
IgD PE IAG-2 Beckman Coulter | B30653
CD38 PC55 LS198-4-3 | Beckman Coulter | A70205
CD27 PECY7 1A4CD27 | Beckman Coulter | A54823
CD3 PAC. BLUE HIT3a Biolegend 300330
CD19 APCCYT7 SJ25C1 BD Biosciences | 557791
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2.6 Analise estatistica

Os dados referentes a populagdes celulares foram analisados utilizando o teste ndo
pareado e ndo parametrico de Mann-Whitney, em que p<0.05 foi considerada estatisticamente
significante. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0
(Graphpad Software, La Jolla, EUA).



3 RESULTADOS

3.1 Dados epidemiologicos dos doadores incluidos no estudo

35

Foram recrutados pacientes com até trés meses de tratamento e doadores sadios,

totalizando 22 individuos. Na Tabela 1 é possivel observar os dados epidemioldgicos e

informacdes sobre o diagndstico dos doadores incluidos nesse estudo. N&o foram

encontradas diferencas estatisticas quando foram comparados 0s parametros idade e sexo.

Tabela 1- Dados epidemiologicos dos doadores incluidos nesse estudo.

Grupo Individuos M Idade IB
Mediana
(Max. e min.)

Saudaveis 41.22 (29-57) 0

Multibacilares 3 43.67(24-60) 4.67
LL+BL
Paucibacilares 4 2 42.33(20-57) 0
BT
ENL 4 3 33(24-45) 4.3

Legenda: LL + BL (Lepromatoso Lepromatoso, Borderline Lepromatoso); BT (Borderline Tuberculoide); ENL

(Eritema Nodoso Lepromatoso); IB (média Indice bacilar).

3.2 Determinacao de subpopulacdes de linfocitos B por citometria de fluxo

Para estudar as subpopulagdes de linfocitos B, inicialmente foram excluidos os

grumos e mondcitos utilizando os parametros de dispersao frontal medida pela area (FSC-A)

(do inglés forward scatter - area), versus dispersao frontal medida pela altura, FSC-H (do

inglés forward scatter - height; Figura 6A). Em seguida, foi selecionada a regido de linfdcitos

por FSC-A e dispersdo lateral medida pela area SSC-A (do inglés side scatter; Figura 6B), e

nesta regido os linfécitos B (CD3-CD19+) foram detectados (Figura 6C). A partir dessa
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estratégia, foi possivel identificar quatro subpopulacdes de linfocitos B: Memdria
CD24++CD38-/+; Transicdo CD24hiCD38hi; Plasmoblastos CD24-CD38+; Naive
CD24intCD38int, mostrados na (Figura 6D) (75).

Figura 6 Estratégia de selecdo da regido para analisar os linfocitos B em CMS totais
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Legenda: As CMS de pacientes e doadores saudaveis foram coletadas por pungdo venosa, separadas por
gradiente de densidade e imediatamente fenotipadas com CD24-FITC, IgD-PE, CD38-PerCPCy5.5, CD24-
PECy7, CD19-APCCy7 e CD3-Pacific Blue por citometria de fluxo. A) Exclusdo de eventuais grumos e
monocitos usando grafico FSC-H versus FSC-A; B) Regido de linfdcitos selecionadas; C) Linfécitos B CD3-
CD19+; D) Subpopulagdes de linfocitos B memdria CD24+CD38+/-, transicdo CD24+CD38+, plasmoblastos
CD24-CD38+, células naive CD24intCD38int. n=1.

Uma vez que nds observamos linfocitos B em biopsias de pacientes (76), buscamos
analisar a frequéncia dessas popula¢Bes em sangue periférico de pacientes com hanseniase
com as formas PB, MB (com e sem ENL) e doadores saudaveis. Na Figura 7A, pode ser
observada a regido onde se encontram os linfécitos B CD3- CD19+. Nos pacientes com 0
perfil paucibacilar (mediana 6,81%, n=4), a frequéncia de células B CD3-CD19+ foi parecida
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com os doadores saudaveis (mediana 5,41%, n=8, p=0,6098). Ainda, quando comparamos
doadores saudaveis (mediana 5,41% n=8) ao grupo de pacientes, denominado aqui de “todos”
(MB+PB+ENL: mediana 9,73% n=14 p=0,0653), verificamos uma maior frequéncia de
linfocitos CD19+, porem de maneira borderline significativa (Figura 7B). Também foi
borderline significativa a diferenca entre doadores saudaveis e pacientes MB (mediana 11,4%
n=6 p=0,0593) (Figura 7B).

Figura 7_ Frequéncia de linfécitos B CD19+ em pacientes e doadores saudaveis.
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Legenda: As CMS de pacientes e doadores sauddveis foram coletadas por pungdo venosa, separadas por
gradiente de densidade e imediatamente fenotipadas por citometria de fluxo. A) Estratégia de sele¢do da regido
para analisar os linfocitos B; B) Todos (PB + MB + ENL), pacientes PB (paucibacilar), MB (multibacilar), ENL
(Eritema Nodoso Lepromatoso). Valores foram submetidos ao teste estatistico de Mann-Whitney em que *
p<0.05 e **p<0.005. n=22.

Nos estudamos trés subpopula¢Bes no sangue periférico: plasmoblastos, linfocitos
B de transicéo e linfocitos B de memoria. Entre as celulas CD19+, essas populagcbes foram
discriminadas com base na expressdo de CD24 e CD38, (figura 7A). Através de anélise por
citometria ex vivo de células do sangue periférico, foi observado que doadores saudaveis
possuem maior frequéncia de células B de memdria CD24+CD38- (mediana 22,80%, n=8)

quando comparados aos pacientes com hanseniase (todos) (mediana 8,1%, n=14, p=0,0057).
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Tambem foi observado que existe reducédo da frequéncia destas células em pacientes com a
forma MB (mediana 8,1%, n=6, p=0,0007) e em MB com ENL, quando comparados com o
grupo saudavel (mediana 9,1%, n=12, p=0,0485). Foi visto que pacientes PB possuem
frequéncias de células B de memdria (mediana 20.15%, n=4, p=0,4606) semelhantes aos
individuos saudaveis (mediana 8,1%, n=8). Além disso, pacientes com a forma PB (mediana
20,15%, n=4) possuem frequéncias de células B de memdria diferentes dos pacientes com a
forma MB (mediana 8,1%, n=10; p=0,0381) (figura 7B).

Figura 8 Frequéncia de linfécitos B de memoria em pacientes e doadores saudaveis.
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Legenda: As CMS de pacientes e doadores saudaveis foram coletadas por pun¢do venosa, separadas por
gradiente de densidade e imediatamente fenotipadas por citometria de fluxo. A) Estratégia de selecdo da regido
para analisar os linfocitos B de memoéria CD24+CD38-; B) Frequéncia de linfocitos B de memoria entre
individuos saudaveis, Todos (PB + MB + ENL), pacientes PB (paucibacilar), MB (multibacilar), ENL (Eritema
Nodoso Lepromatoso). Valores foram submetidos ao teste estatistico de Mann-Whitney em que * p<0.05 e
**p<0.005. n=22.

Uma vez que os plasmoblastos e células em transi¢do sdo as maiores fontes de I1L-10
entre as células B em humanos (77), a frequéncia de plasmoblastos no sangue periférico de
pacientes e doadores saudaveis foi analisada. A estratégia de gate foi semelhante a figura
anterior, porém selecionamos a regido CD24-CD38+ (figura 9A). Ao comparar a frequéncia
de plasmablastos entre individuos saudaveis (mediana 0,97 % n=6) versus pacientes (todos)
(mediana 0.55 % n=14), vimos que ndo existe diferenca estatisticamente significativa
(p=0,2901). Houve diferenca entre doadores saudaveis e pacientes PB (mediana 0,24% n=12;
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p=0,0040). Além disso, observamos que pacientes MB e MB com ENL tendem a ter mais
plasmoblastos que os PB, porém essa diferenca so é sugestiva quando comparamos PB versus
ENL (mediana 1,44% n=4 p=0,0286; figura 9B).

Figura 9_ Frequéncia de plasmoblastos em pacientes e doadores saudaveis.
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Legenda: As CMS de pacientes e doadores sauddveis foram coletadas por puncdo venosa, separadas por
gradiente de densidade e imediatamente fenotipadas por citometria de fluxo. A) Estratégia de sele¢do da regido
para analisar os plasmoblastos CD24-CD38+; B) Frequéncia de plasmoblastos entre individuos saudaveis, todos
0s pacientes (PB + MB + ENL), pacientes PB (paucibacilar), MB (multibacilar), ENL (Eritema Nodoso
Lepromatoso). Valores foram submetidos ao teste estatistico de Mann-Whitney; * p<0.05 e **p<0.005. n=22.

Os linfocitos B de transicdo sdo células imaturas que migraram recentemente da
medula Gssea para o sangue periférico (63). Na figura 10A, estd a estratégia utilizada.
Selecionamos a regido CD24+CD38+ para analisar a frequéncia de células de transi¢cdo. N&o
foram observadas diferencas significativas na frequéncia de céluas B de transi¢cdo entre
doadores saudaveis e pacientes com hanseniase (todos). Também ndo houve diferenca entre

os diferentes perfis da doenca (figura 10B).
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Figura 10_ Frequéncia de linfécitos B em transicdo de pacientes e doadores

saudaveis.
L nS [
A B ) ns .
) 1
: ns |
10° 81 | ns__, ns NS
I ‘ I 17 ..
L ] .
3 . ‘
<t m 6-
B«l § . ] ]
o O 4 .
2 *
2 _
E 2] [] .h -.—.- LY _l_._
+ e, )
|03 - = Y L Y
T ™™ T T T T c | | 1 1 1
IO:! '] 103 IIZI4 Iﬂs
Saudaveis Pacientes
CD38
Todos PB VB ENL

Legenda: As CMS de pacientes e doadores saudaveis foram coletadas por pulsdo venosa, separadas por
gradiente de densidade e imediatamente fenotipadas por citometria de fluxo. A) Estratégia de selecdo da regido
para analisar os linfocitos B em transicéo; B) Frequéncia de linfdcitos B naive entre individuos saudaveis. Todos
(PB + MB + ENL), pacientes PB (paucibacilar), MB (multibacilar), ENL (Eritema Nodoso Lepromatoso).
Valores foram submetidos ao teste estatistico de Mann-Whitney em que * p<0.05 e **p<0.005. n=22.

3.3 Ativagdo de TLR9 em linfocitos B de pacientes multibacilares

3.3.1 Anélise da populacdo de linfocitos T CD3+ e linfécitos T ativados CD3+CD25+

Os complexos DNA-HIp derivados de M. leprae constituem provavelmente um dos
principais gatilhos iniciais de ativacdo endosomal de TLR9. J& foi mostrado em 2016, por
nosso grupo, que pacientes MB e ENL tendem a ter maior expressao de TLR9 em celulas B
qguando comparados a individuos saudaveis (39). Alem disto, aproximadamente 1 a 4% dos
linfocitos B secretam IL-10 em resposta a estimulacdo com TLR9 (73). Decidimos entdo
investigar o papel dos linfocitos B estimulados com ligantes de TLR9 em pacientes com
hanseniase. CMS depletadas de linfécitos B por sorting, foram estimuladas ou ndo com M.
leprae por 72 horas. Em paralelo, linfocitos B isolados por sorting simultaneamente com a

deplecdo também foram estimulados ou ndo por 72 horas com CpG-c /HIp. Apos a cultura
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inicial, foi feita co-cultura destas duas populacdes por 24 horas. Na figura 11, pode-se
observar a frequéncia de linfécitos T (CD3+) em co-culturas estimuladas ou ndo com o
complexo CPG/HLP e M. leprae. A frequéncia mais baixa frequéncia de linfocitos T foi
observada em co-cultura das duas popula¢es sem estimulo prévio (19,8 %). Pode ser visto
um aumento de quatro vezes na frequéncia de linfocitos T quando células inicialmente
incubadas com M. leprae foram cultivadas com linfocitos B previamente estimulados com o
complexo CpG/HIp (Figura 11B). A co-cultura das CMS previamente estimuladas com M.
leprae com linfocitos B ndo-estimulados previament com CpG/HIp levou a uma reducgédo de

50% na frequéncia de linfécitos T na cultura (Figura 11C).

Figura 11 _Linfocitos T CD3+ em cultura com linfdcitos T estimulados ou ndo com M.leprae

e linfécitos B estimulados ou ndo com complexo CPG-c/HLP.

FSC-A

Legenda: As CMS de paciente com hanseniase lepromatosa foram coletadas por puncdo venosa e isoladas por
gradiente de densidade. Os linfécitos B CD19+ e CMS depletadas de linfocitos B foram selecionados por
“sorting” e estimulados ou ndo por 72 horas com CpG-c 0,50 uM e HLP 0,25 pM. As CMS depletadas de
linfocitos B (CD19+) foram estimuladas ou ndo com M. leprae por 72 horas. Apds a cultura inicial, foi feita co-
cultura por 24 horas dessas células e fenotipagem por citometria de fluxo. A) CMS — N&o estimuladas +
Linfocitos B - Nao estimulados; B) CMS — M. leprae + Linfécitos B — CPG-¢c/HLP; C) CMS — M. leprae +
Linfécito B - Néo estimulados
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4 DISCUSSAO

Apesar da reducdo significativa de novos casos com a introducdo da PQT, a
hanseniase ainda constitui um grave problema de salde publica em alguns paises, inclusive no
Brasil, que € o segundo pais em nimero de novos casos mundialmente (11). A resposta imune
tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos e se constitui no principal
impedimento para a ocorréncia de infecces disseminadas. E também conhecido o fato de
que, para a quase totalidade das doencas infecciosas, 0 numero de individuos expostos a
infeccdo € bem superior ao dos que apresentam doenca, indicando que a maioria das pessoas
tem condigdes de destruir esses microrganismos e impedir a progressdo de infec¢bes. Em
contraste, as deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata (disfungbes de células
fagocitarias e deficiéncia de complemento) ou da imunidade adaptativa (deficiéncia de
producdo de anticorpos ou deficiéncia da funcéo de células T) sdo fortemente associadas com
aumento de susceptibilidade a infecgdes (78, 79). A variabilidade das manifestacfes clinicas
da hanseniase é paralela aos padrBes de resposta imune do hospedeiro ao M. leprae. A
dicotomia entre as respostas de células T e de anticorpos poderiam estar de acordo com o
conceito de subconjuntos Thl e Th2 de células T helper (80). Porém explicacfes alternativa
como resposta Thl em pacientes paucibacilares, associada a supressdo de resposta Thl e
expansao de resposta humoral induzida por vias ndo classicas com TLR e outras populacfes
efetoras, como células NKT, por exemplo, devem ser levadas em conta. Pacientes TT e BT
mostram respostas Thl mais dominantes que limitam o crescimento de M. leprae. Os
pacientes BL e LL ndo apresentam usualmente altos niveis desta resposta, criando uma
condicdo mais permissiva ao crescimento do bacilo. Os doentes TT e BT, em geral,
apresentam respostas celulares elevadas e baixos titulos de anticorpos contra antigenos de M.
leprae. Por outro lado, os pacientes LL e BL s&o, exceto com manifestacdes reacionais,
incapazes de gerar respostas de células Thl especificas para M. leprae, mostram titulos
elevados de anticorpos para antigenos de M. leprae, apresentando numerosos bacilos nas suas
lesbes (81).

Em 2013, Nathalie Mar e seus colaboradores mostraram que as células Th2 proporcionam
ajuda as células B naive tanto in vitro como in vivo, e que para isso € preciso que seja
expresso o fator de transcricdo STAT3 (do inglés: signal transducers and activators of
transcription), que possui papel fundamental na geracdo de células B efetoras, e citocinas

como IL-4, IL-6, IL-21 também sdo fundamentais para que esse processo ocorra (82, 83).
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Além da producéo de anticorpos, que é um dos pilares da resposta imune adaptativa,
os linfécitos B também contribuem substancialmente para a magnitude e o destino da resposta
imune através da apresentacdo de antigenos, secrecdo de citocinas e organizacdo do tecido
linfoide. Por isso, desde o comego dos anos 2000 até os dias atuais a importancia da complexa
biologia de células B foi reconhecida em respostas imunitarias patoldgicas alteradas, tais
como asma e alergias; reatividade imune cronica a antigenos (alérgenos) em individuos
sensibilizados; autoimunidade, falta de controle da resposta imunoldgica patoldgica aos auto-
antigenos; imunidade antitumoral com resposta imune insuficiente a antigenos tumorais;
aceitacdo ou rejeicdo de o6rgdos transplantados; e doencas infecciosas cronicas (84-86). Em
relacdo a doencas cutaneas como psoriase e leishmaniose cutanea, os linfocitos B podem
contribuir para o desenvolvimento e manutencao de granulomas. Bosio e seu grupo mostrou
em 2000 que em camundongos deficientes em células B, em modelo experimental para
tuberculose, houve diminuicdo dos granulomas, as lesbes eram menores, havia pouco
infiltrado celular, e um atraso na disseminacdo de bactérias para baco e figado (87). Na
hanseniase, ainda ndo existe analise de perfil fenotipico de subpopulacdes de células B do
sangue periférico em diferentes formas da doenca. Portanto, a primeira parte do nosso
trabalho se baseou nessas anélises.

Anand M. lyer e seu grupo, em 2007, analisaram linfocitos B CD138+ e CD20+ no
infiltrado celular de lesdes de pacientes com hanseniase. Foi observado que pacientes MB
possuem mais linfécitos B nas lesdes que os pacientes PB (76). Em nossa analise de células B
no sangue periférico, foi observado que pacientes MB com e sem ENL tinham maiores
frequénciasde células B CD3-CD19+ (Figura 7B). Sabe-se que existe producdo mais elevada
de imunoglobulinas no polo multibacilar (88). Além disso, algumas células B CD3-CD19+
podem se tornar linfocitos B reguladores (76) e poderiam modular a resposta imune ao
patogeno. Logo, esses dados sugerem uma participacdo de linfocitos B, contribuindo para a
permanéncia do patdgeno e evolugdo da doenga.

A imunidade protetora depende da longevidade e de répida resposta de populagdes
de memoria aos antigenos (89). Subopulacdes de linfocitos B, que possuem alta afinidade
para o antigeno, sao formadas durante a resposta imunologica inicial a infeccéo e séo geradas
principalmente nos centros germinativos (90). A heterogeneidade da populacéo de células B
de memoria fornece a diversidade funcional necesséria para o sistema imunoldgico combater
infeccdes e doencas. Os subgrupos de linfocitos B de memoria podem ser segregados com
base no isotipo de imunoglobulina expresso e fenotipo. Foi observado em alguns estudos que

a frequéncia de algumas subpopulagbes de células B de memodria aumenta no sangue
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periférico em doencas infecciosas como maléria, HIV e tuberculose (59, 62, 68, 91). Porém,
0s nossos resultados foram distintos, a frequéncia de células B de memoria CD24+CD38-
diminuiu em pacientes (todos) quando comparados aos doadores saudaveis. Além disso,
vimos que frequéncia de células B CD19+CD24+CD38- em pacientes MB foi
significativamente menor que os pacientes PB. Esses dados talvez possam ser aplicados em
diferenciacdo de perfis clinicos de hanseniase. Além disso, pacientes com maior carga bacilar
apresentaram os menores niveis de células B CD19+CD24+CD38-, sugerindo um impacto do
antigeno circulante na frequéncia desta subpopulacdo. Em relacdo aos plasmoblastos CD24-
CD38+, observamos diferenca significativa entre doadores saudaveis e pacientes PB. E vimos
também que pacientes PB possuem menor frequéncia de plasmoblastos CD24-CD38+ quando
comparados aos MB (figura 9B). Apesar dos dados ndo terem significncia estatistica e o
grupo dos pacientes MB com ENL ser bastante heterogéneo, foi visto que hd uma tendéncia
de estes pacientes terem frequéncia maior de plasmoblastos CD24-CD38+, quando
comparados aos pacientes PB (figura 9B). Diferentemente das células B de memdria, 0s
plasmoblastos possuem a fungdo de produzir imunoglobulina. Pacientes PB, que possuem
resposta imune do tipo celular, apresentam maior frequéncia de células de memdria. Pacientes
com a forma MB com e sem ENL, que possuem um perfil de resposta humoral mais elevada,
tém maior frequéncia de plasmoblastos.

As células em transicdo CD24+CD38+ sdo a ligacdo critica entre células B que estdo
na medula 6ssea e o repertorio de células B maduras periféricas que sdo selecionadas para 0s
compartimentos foliculares ou zona marginal (92). Esse subgrupo, junto com plasmoblastos,
dependendo dos estimulos, pode ser direcionado para um perfil regulador. As células B
reguladoras sdo células imunossupressoras que contribuem para tolerancia imunoldgica.
Através da producéo IL-10, IL-35 e TGF-B, suprimem a imunopatologia inibindo a expansédo
de células T CD4+ e CD8+(93, 94). A IL-10 produzida por essas células pode estimular o
desenvolvimento de outras células B reguladoras, converter células T CD4+ em células T
CD4+ FoxP3 (T reguladoras) e pode aumentar a suscetibilidade a agentes patogénicos (46). A
frequéncia de células B de transicdo CD24+CD38+ foi avaliada em pacientes e doadores
saudaveis, e nao foram observadas diferencas estatisticas entre diferentes perfis da doenca e
doadores saudaveis (figura 10B).

Na segunda parte do trabalho, buscou-se entender o papel dos linfécitos B quando
estimulados por ligantes de TLR9, e posteriormente interagindo com populacges de linfocitos
T. TLR9, assim como outros TLRs, pode desempenhar um papel importante no

desenvolvimento e manutencdo de células B, uma vez que TLRs em células B maduras
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(especialmente TLR7 e TLR9) desencadeiam uma gama de respostas funcionais, incluindo
proliferacdo, producdo de citocinas, quimiocinas, switch de isotipos e diferenciacdo terminal
(95, 96). Na hanseniase, um trabalho do nosso grupo mostrou que a expressdo dessa molécula
é aumentada em pacientes MB e MB com ENL (39). Os complexos de DNA-HIp derivados
de M. leprae constituem provavelmente um dos principais gatilhos de ativacdo endossomal de
TLR9 (97). Em algumas situacdes, a producdo de IL10 por Bregs em resposta a células
apoptdticas era dependente do reconhecimento de complexos contendo DNA através de TLR9
e as células B humanas CD27+ respondem a células apoptoéticas portadoras de DNA
secretando IL-10 (98, 99). Para entender o papel dos linfécitos B estimulados por ligantes de
TLR9 modulando funcionalmente linfdcitos T, foi realizada uma co-cultura de 72 horas em
CMS de paciente MB estimuladas ou ndo com M. leprae e CpG-HLp. Na figura 11B,
observa-se que a frequéncia de linfocitos T em culturas estimuladas com M. leprae e CpG-
HLp foi quase o dobro da observada e co-cultura estimulada somente com M. leprae (figura
11C). Previamente, Gelman e colaboradores demonstraram que a estimulacdo de células T
CD4+ com agonistas de TLR9 desencadeia nessas células aumento na proliferacdo,
sobrevivéncia e secre¢do de IL-2 (100). Os nossos resultados mostram uma maior frequéncia
de células T em paciente MB em um ambiente com células B estimuladas com ligantes de
TLR9. Ndo podemos excluir que o carreamento de CpG/HIp da fase inicial da cultura de
linfocitos B tenha aumentado a sobrevivéncia de linfocitos T ap6s co-cultura, porém,
alternativamente, linfocitos B expostos a ligantes de TLR9 poderiam induzir modificacfes
funcionais em linfdcitos T respondedores a M. leprae. Esta hipdtese nos fornece um elemento
adicional para investigar na patogénese do ENL.

E importante que todos esses ensaios sejam feitos com um ndmero maior de
doadores. No entanto os resultados atuais apresentam evidéncias preliminares de que o0s
linfocitos B podem estar atuando na modulacdo da resposta imune em pacientes com
hanseniase, e de que esta modulacéo esta ligada a capacidade que o paciente tem de responder
ao M. leprae. Nossa expectativa futura e avaliar o papel de cada subgrupo na modulacéo da
resposta imune, assim como entender a interacdo dessas células com macrofagos, células
dendriticas plasmocitoides e células T CD4+. E, por fim, buscar o entendimento dos
mecanismos envolvidos no aumento progressivo de resposta humoral da hanseniase,
associado ao maior risco de adoecimento em individuos expostos ao M. leprae, e aumento de

carga bacilar em pacientes.
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