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Resumo

Estudos anteriores demonstraram que macréfagos de pacientes lepromatosos
possuem um fendtipo regulador que contribui para a imunossupresséo observada na
hanseniase. IDO, CD86 e HLA-DR s&o moléculas altamente expressas por
macrofagos de pacientes lepromatosos, como também o receptor “scavenger”
CD163, regulado pela IL-10. Este trabalho foi realizado com o intuito de analisar a
expressdo de CD163 nas lesBes cutédneas de pacientes polares da hanseniase e em
mondcitos infectados pelo Mycobacterium leprae (ML). Observamos um aumento de
macrofagos CD163°IDO" nas lesGes e nas células isoladas do infiltrado inflamatério
de pacientes LL. Ademais, durante o periodo de cultura de 6 dias dos macréfagos
isolados das lesdes lepromatosas, houve uma gradativa reducdo da expresséo
génica de CD163, IDO e IL-10, assim como dos receptores de superficie CD163,
CD209, HLA-DR, CD86 e CD14 observada por citometria de fluxo, fato que ocorreu
concomitantemente com a saida de ML destas células. A expressdo de células
CD163'IDO*CD209" aumentou em mondcitos de individuos saudaveis, estimulados
com ML irradiado obtido de extratos de lesdo. Adi¢c&o de citocalasina B na cultura de
mondcitos reduziu a expressdo de CD163 nessas células, e, na presenca de anti-
CD163, a entrada de bactérias nos mondcitos também foi reduzida. A adicao da anti-
IL-10 em cultura de mondcitos de individuos sadios reduziu a expressdo de CD163
até mesmo na presenca do ML. Além disso, os niveis séricos de sCD163, IL-10 e
heme estavam aumentados nos pacientes lepromatosos, em comparagdo com
pacientes tuberculdides e individuos sadios, assim como os depositos intracelulares
de ferro. Estes resultados sugerem que o perfil de expressdo de CD163 é importante
na endocitose e sobrevivéncia do ML no polo lepromatoso da hanseniase.
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Abstract

According to prior studies, macrophages from lepromatous patients present a
regulatory phenotype that contributes to the immunosuppression observed in the
disease. IDO, CD86, and HLA-DR molecules are highly expressed by macrophages
from lepromatous patients, as well the scavenger receptor CD163, regulated by IL-
10. The purpose of this study was to analyze CD163 expression on polar leprosy
skin lesions and monocytes infected by Mycobacterium leprae. We observed an
increased number of CD163'IDO"in the lesions and cellsisolated from
the inflammatory infiltrate of LL patients. Moreover, during the 6-day culture of
macrophages isolated from lepromatous lesions, the gene expression
of CD163, IDO and IL-10 and the surface receptors CD163, CD209, HLA-DR, CD86,
CD14 presented a gradual decrease, as shown byflow cytometry,
simultaneously with the output of ML from these cells. The expression of
IDO+CD163+CD209+ cells was augmented in monocytes from healthy individuals,
stimulated with irradiated ML, obtained from extracts of lesion. The addition
of cytochalasin B to monocyte culture reduced the expression of CD163 in these
cells, and, in presence of anti-CD163, the bacterial input into monocytes was also
reduced. The addition of anti-IL-10 in monocyte culture from healthy individuals led to
a decrease at the expression of CD163, even in presence of ML. Besides, serum
levels of sCD163, IL-10 and heme were increased in lepromatous patients, when
compared to tuberculoid patients and healthy controls, while
intracellular iron deposits were also augmented. These results suggest the relevance
of CD163 expression profile for endocytosis and also for the survival of ML itself in
lepromatous patients.
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1- INTRODUCAO

1.1— A HANSENIASE

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente a
pele e os nervos periféricos (1), sendo causada pelo Mycobacterium leprae, um
patégeno intracelular obrigatério. A rota de transmissdo da hanseniase ainda néo
estd bem definida, mas acredita-se que seja através das vias respiratorias, embora
ndo seja descartada a possibilidade de infecgéo via lesdes de pele (2). Os tecidos
primeiramente infectados pelo M. leprae sdo sitios superficiais da pele e nervo,
devido a sua preferéncia por baixas temperaturas. A doenca apresenta um longo
periodo de incubacédo, e as primeiras manifestagdes clinicas podem ocorrer entre

dois e dez anos ap6s a infeccéo (3).

O M. leprae tem alta infectividade e baixa patogenicidade, isto é, pode infectar
muitos individuos, embora somente alguns adoe¢am; sendo assim, a infeccdo pela
bactéria € determinada pela resposta imune do hospedeiro. Apos o diagnoéstico da
doenca, é de fundamental importancia classifica-la de maneira correta, a fim de
realizar o tratamento adequado. A falha no diagnéstico (classificacdo correta da
infeccdo) da doenca torna mais facil a sua disseminagdo (4). O sistema de
classificacdo da hanseniase mais utilizado € o de Ridley e Jopling (1966) (5), que
leva em consideragdo parametros imunoldgicos, histopatol6gicos e microbiolégicos.
De acordo com essa classificacdo, os pacientes com hanseniase séo divididos em
cinco grupos: TT — Tuberculoide Tuberculoide, BT — “Borderline” Tuberculoide, BB —
“Borderline Borderline”, BL — “Borderline” Lepromatoso e LL — Lepromatoso
Lepromatoso (Figura 1.1.1). Na forma tuberculoide existe uma alta imunidade
mediada por célula, e os pacientes apresentam pouca ou nenhuma carga bacilar,
enquanto que, na forma lepromatosa ocorre uma alta imunidade humoral, com

elevada carga bacilar.
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Figura 1.1.1 - Classificacao da hanseniase. Relacéo entre as formas clinicas da
hanseniase, resposta imune, carga bacteriana, les6es de pele e episodios
reacionais. [Adaptado de Walter e Lockwood, 2006 (2)].

Devido a dificuldade na realizacdo dos exames histopatologicos e, visando a
descentralizacdo do acompanhamento médico dos pacientes, a Organizacédo
Mundial da Saude (OMS) sugeriu aos paises endémicos que adotassem uma
simplificacdo do critério diagnéstico de acordo com o indice baciloscopico (IB),
obtido a partir de esfregacos de linfa. De um modo geral, pacientes tuberculoides
(BT e TT) séo paucibacilares, com IB=0, e pacientes lepromatosos s&o
multibacilares, com IB>0 podendo variar até +6 (6).

O tratamento quimioterapico é feito por meio da administracdo da
poliquimioterapia (PQT), que consiste em: dapsona, rifampicina e clofazimina. Para
0s pacientes multibacilares, sdo utilizadas rifampicina (600 mg, uma dose por més),
clofazimina (300 mg, uma dose por més e 50 mg por dia) e dapsona (100 mg por
dia). O tratamento de pacientes multibacilares tem duragdo de um ano. Para
pacientes paucibacilares, somente rifampicina (600 mg, uma dose por més) e
dapsona (100 mg diaria) sdo empregadas por um periodo de 6 meses (7).

Ao longo do curso cronico da doenga ou, ainda, durante o seu tratamento,
podem surgir as reacdes, episddios de resposta inflamatdria aguda associados a
alteracdes da resposta imunoldgica dos pacientes (8).

As reacdes sdo classificadas conforme suas caracteristicas clinicas e

imunoldgicas das em tipo 1 ou reacdo reversa (RR), e tipo 2 ou Eritema Nodoso
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Leproso [ENL (9)]. A RR parece estar associada ao subito aumento da imunidade
celular direcionada a antigenos de M. leprae. Clinicamente, se manifesta por um
aumento do processo inflamatorio nas lesdes de pele preexistentes, bem como pelo
aparecimento de novas lesdes e, geralmente ndo est4d associada a sintomas
sistémicos (10). H& um aumento do numero de receptores de IL-2 nas células
imunocompetentes, assim como dos niveis de mRNA de IL-1B, TNFa, IL-2 e IFNy.
Entretanto, hd um decréscimo dos niveis de outras citocinas, tais como a IL-4, IL-5 e
IL-10, corroborando a hipotese de aumento de resposta imune celular (11). O ENL
ocorre quase exclusivamente em pacientes lepromatosos (BL e LL), e as lesdes de
pele que acometem os pacientes sdo geralmente eritematosas e nodulares (12).
Observam-se sintomas sistémicos, tais como febre, mal estar e edema,
comprometendo inimeros 6rgéos (13).

A ocorréncia dos episddios reacionais € considerada uma emergéncia clinica,
e o tratamento anti-inflamatorio precisa ser prontamente iniciado. Pacientes com RR
sdo tratados com esteroides (prednisona 1 mg/kg), enquanto que pacientes com
ENL sé&o tratados preferencialmente com talidomida (300 mg/dia) ou pentoxifilina,

associada ou néao a esteroides (14).

1.2— A BIOLOGIA DO Mycobacterium leprae

O M. leprae €é um patdégeno intracelular obrigatério que infecta
predominantemente macrofagos e células de Schwann (15). Possui a forma de um
bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 micra de comprimento por 0,2
a 0,5 micron de largura. Cora-se em vermelho pela fucsina e ndo se descora pela
lavagem com alcool-acido, sendo, portanto, um bacilo alcool-acido resistente (BAAR;
Rees, 1984).

Compartilha com outras micobactérias algumas caracteristicas, tais como a
abundancia de lipidios na forma de acidos micdlicos (acidos graxos de elevado peso
molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em seu envelope celular. Além disso, mais
externamente, estdo localizados glicolipideos, como o PGL-I (glicolipideo fendlico-I),
encontrado exclusivamente no M. leprae. Sua estrutura € composta de um
trissacarideo, fenol, fitiocerol e de acido micoseossidico [Figura 1.2.1; (16)]. Estudos
anteriores ja mostraram que o PGL-l pode ser encontrado em tecidos, no sangue

circulante e na urina de pacientes multibacilares. Além disso, ele também foi

15



detectado em tatus infectados com o M. leprae (17). Este componente néo
apresenta reacao cruzada com M. tuberculosis ou outras micobactérias, e estimula
uma resposta humoral acentuada, proporcional a carga bacteriana encontrada nos

pacientes (18).
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Figura 1.2.1 - Modelo esquematico da parede celular do M. leprae [Adaptado de Vissa e
Brennan, 2001 (19)].

Desde a descoberta do M. leprae em 1874 por Armauer Hansen, todas as
tentativas de cultivar este micro-organismo falharam (20). Entretanto, em 1962, foi
demonstrado por Shepard que o coxim plantar de camundongos infectados com 10°
a 10" bacilos promovia uma les&o localizada durante 9 a 12 meses (21). Outra fonte
de M. leprae utilizada para estudos € o tatu nove bandas (Dasypus novencinctus,
Linn.). Ele permite o crescimento do bacilo de forma disseminada de 18 a 24 meses,
comprometendo pele, nervos periféricos, medula 6ssea, figado, baco, linfonodos,
pulmdes, meninges e olhos. Apds a purificacdo, os bacilos podem ser usados vivos
por até uma semana, ou letalmente irradiados (22).

O sequenciamento do genoma do M. leprae, realizado pela primeira vez em

2001, gerou uma grande expectativa em torno da aquisicdo de dados sobre a sua
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funcionalidade na patogenia da hanseniase. Apenas 49,5% do genoma do M. leprae
(1605 genes) contém genes que codificam proteinas, sendo o restante constituido
por pseudogenes ou genes degenerados (23). Quando comparado ao M.
tuberculosis, percebe-se uma perda macica de genes pelo M. leprae, o que poderia
explicar o seu longo tempo de geragao e sua incapacidade de multiplicagéo in vitro
(19).

1.3 — MECANISMOS DE IMUNORREGULAGAO NA HANSENIASE

A anergia antigeno-especifica observada em pacientes com o polo
lepromatoso da doencga ainda ndo foi completamente elucidada, mas sabe-se que
esses pacientes séo capazes de responder a outros antigenos que ndo o M. leprae
(24).

A tolerancia é um estado celular onde a célula encontra-se viva, mas nao
apresenta atividade funcional quando estimulada pelos receptores TCR/CD28 (25).
Os linfécitos T anérgicos apresentam uma producgdo de IL-2 ou expressao de IL-2Ra
reduzida, ou ambos os eventos (26). O promotor da IL-2 & ativado por meio da
cascata de sinalizacdo iniciada pela ativacdo do receptor de célula T (TCR) e do
CD28 (26). Os clones de linfécitos T anérgicos apresentam multiplas alteracfes na
sinalizacdo associada ao TCR (27) e, in vivo, apresentam defeito na ativagdo do
promotor de IL-2 (28). Esses trabalhos sugerem que a anergia nos linfocitos T pode
ocorrer devido a alteragdes nos eventos de sinalizagcdo envolvendo a producgéo de
IL-2, 0 que gera uma perturbacéo do ciclo celular.

Nos pacientes lepromatosos, a baixa producdo de IL-2 é responséavel pela
perda da fungdo dos linfécitos T. Alguns experimentos mostraram que 0s pacientes
lepromatosos podem passar a responder ao M. leprae apés a adigdo de IL-2 a
cultura celular (29, 30), e também apontaram que antigenos do M. leprae reduzem a
fosforilagcdo de Erk1/2 e p38 MAPK, diminuindo, assim, a ativagao do promotor de IL-
2 e atranscricdo desse gene, reduzindo a expressao dos marcadores CD25 e CDG69.
Além disso, as fragdes do M. leprae inibem significativamente a secrecdo de IL-2 e a
blastogénese de células T em individuos saudéaveis. Isto sugere que o M. leprae
interfere na sinalizagdo de TCR/CD28, levando a reducdo na producéo de IL-2 e &
inibicdo da proliferacao dos linfocitos T. Estudos também ja observaram que o LAM

e PGL-I, presentes na superficie do M. leprae suprimem a resposta de células T, por
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inibirem a producéo de IFN-y, e ainda, modulam a produgéo in vitro de TNFo por
mondcitos (31, 32).

Alguns trabalhos também evidenciaram que a injecdo intradérmica com PPD
leva ao acumulo local de linfocitos T auxiliares e mondcitos na derme (29). Estes
mesmos autores, em 1990, observaram um aumento do nimero de células T CD4"
nas lesdes de pacientes lepromatosos apos injecdo intradérmica de rIFN-y e rIL-2,
separadamente. A presenca de linfocitos T reativos ao M. leprae também foi
observada durante o desenvolvimento de episodios reacionais de pacientes
lepromatosos (33, 34), indicando o surgimento da resposta imune ao patégeno.

A alta carga bacilar presente nos pacientes lepromatosos pode ter um papel
na inducdo da toleréncia imune in vivo. Os componentes da micobactéria, como o
PGL-I e outras moléculas, parecem exercer influéncia sobre a inibicdo da fun¢éo dos
macrofagos e das células T. Mondcitos infectados de pacientes lepromatosos, mas
ndo de pacientes tuberculoides, liberam fatores, como IL-10 e prostaglandina E;
(PGE_), que inibem a proliferacdo induzida por M. leprae em individuos sabidamente
responsivos a bactéria. O PGE; inibe a producdo de IL-2 e IFNy, assim como de
citocinas importantes para gerar uma resposta imune especifica, que, em geral, se
manifesta em pacientes lepromatosos com uma intensidade baixa (35). Desta forma,
0 M. leprae parece modular a resposta imune por meio de componentes de sua
parede celular e da secregdo de substancias com atividade supressora sobre 0s
macrofagos. Além disso, os mondcitos infectados podem contribuir para a fraca
ativagdo dos linfécitos T nos individuos lepromatosos, devido a liberagdo de fatores
que suprimem a ativacao destas células.

Em outros estudos, foi sugerido que a falta de resposta no polo lepromatoso
pode ser atribuida & baixa expressao de moléculas na superficie celular, tais como o
CD80 (B7-1) e o CD28 (importantes para a apresentacdo de antigenos e ativacao
dos linfocitos T) em leucécitos sanguineos e em lesdes de pacientes lepromatosos.
Em pacientes tuberculoides, a resposta proliferativa dos linfécitos induzida por M.
leprae foi inibida com a presenca de anticorpo anti-CD80 nas culturas (36),
evidenciando a importancia da expressdo de CD80 na ativagdo dos linfécitos T.
Além disso, os antigenos do M. leprae podem induzir a inativacdo de clones T
reativos, levando ao crescimento do bacilo dentro dos macréfagos. Santos e cols.
[2007 (37)] observaram, uma significativa expressdo de CD80 nas PBMCs isoladas
de pacientes com ENL e RR, quando comparadas com as de pacientes

multibacilares ndo-reacionais, por meio de citometria de fluxo e imuno-histoquimica.
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Também observaram que a expressdo de CD80, baixa na fase anterior ao ENL,
apresentou um aumento durante o episddio reacional, sugerindo que o CD80 possa
servir como um marcador da resposta imune celular nos episodios reacionais da
hanseniase.

As citocinas IL-10 e IL-4 sdo conhecidas como antagonistas da resposta
imune celular. Foi observado um predominio de mRNA de IL-4 e IL-10 nas lesdes de
pacientes lepromatosos, quando comparadas com as de pacientes tuberculoides
(38). A IL-10 esta aumentada nos pacientes lepromatosos, sugerindo que esta
citocina participe da imunossupresséo na hanseniase (39, 40). Sieling e cols. [1993
(40)] evidenciaram ainda, que a principal fonte de IL-10 sdo macréfagos recrutados
pelo M. leprae. Paradoxalmente, a presenca da IL-4 aumenta a proliferagdo in vitro
de linfécitos T CD8" nos pacientes lepromatosos, e foi descrito que essas células
inibem a resposta de células T CD4" (41). Nesse mesmo estudo, foi observado que a
IL-4 inibe a secrecao de IL-10 e aumenta TNFa e GM-CSF, sugerindo que o balango
entre IL-10 e IL-4 contribua para a imunossupresséo observada na hanseniase.

Uma outra citocina aumentada nas les6es de pacientes lepromatosos, quando
comparadas as de pacientes tuberculoides, é o fator de crescimento transformador-
beta [TGF-B (42)]. O TGF-B participa no controle da proliferagéo e diferenciacao
celular, bem como no reparo tecidual. Também regula negativamente as funcdes
dos mondcitos e das células T, além de inibir a producdo de IFN-y e favorecer a
secrecao de IL-10 (43). Varios estudos indicam a participagdo da IL-12 na resposta
imune celular ao M. leprae. A adigdo de rIL-12 em cultura de PBMCs de pacientes
lepromatosos mostrou que 50% dos pacientes foram capazes de responder ao M.
leprae. Esta inducéo foi significativa quando o efeito da IL-10 foi bloqueado, com o
uso de um anticorpo anti-IL10 (44, 45). A ativacdo de IL-12 € induzida por meio do
seu receptor (IL-12R), composto pelos heterodimeros, IL-12RB1/IL-12RB2, e a
ativagdo da cadeia IL-12RB2 envolve a sinalizagdo da via STAT4. Foi também
observado que a expressdo de IL-12RB1 é similar nas lesbes de pacientes
tuberculoides e pacientes lepromatosos (46). Ja a expressédo do receptor IL-12Rf2
apresentou um aumento nas lesdes tuberculoides, quando comparadas as
lepromatosas. Além disso, a expressao desse receptor se mostrou mais elevada em
resposta ao M. leprae nas células T de pacientes paucibacilares, mas ndo sofreu
modificacdo nas células T de pacientes lepromatosos. A IL-12 induz a fosforilagcdo
de STAT4 nos linfécitos T ativados com M. leprae de pacientes tuberculoides,

embora 0 mesmo nao tenha ocorrido nas células de pacientes lepromatosos (46).
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Curiosamente, em pacientes lepromatosos, a expresséo de IL-12RB2 aumentou
apds estimulo com M. tuberculosis, mostrando que a falta de ativacdo desse
receptor € especifica ao M. leprae (47).

O M. leprae induz fortemente MCP-1 e IL-1Ra (antagonista do receptor de IL-
1). Esta inducdo envolve a sinalizacdo de PI3K. A supressao da IL-6 é dependente
da sinalizagdo de PI3K, ja que, na presenca de inibidor dessa via, o M. leprae é
capaz de induzir a secregdo desta citocina. Embora o M. leprae induza fatores
negativos, células pré-tratadas com M. leprae séo capazes de aumentar a producao
de TNFa e IL-10 em resposta a um segundo antigeno (48). Recentemente, nosso
grupo demonstrou a participagdo do NF-«xB na indugcdo de TNFa pelo M. leprae.
Nesse estudo, mostramos que o M. leprae induz a translocacdo de NF-xB em
leucécitos sanguineos de individuos saudaveis, e ainda, que a talidomida, droga
utilizada nos pacientes durante o ENL, foi capaz de reduzir os niveis de TNFa, bem

como a translocagéo de NF-kB (dados néo publicados).

1.4 — A IMPORTANCIA DA INDOLEAMINA 2,3 — DIOXIGENASE NA HANSENIASE

A indoleamina 2, 3 dioxigenase (IDO) é uma proteina monomeérica que possui
um grupo prostético heme, cuja principal funcdo é a degradagdo do aminoécido
essencial, triptofano (trp), por meio da clivagem oxidativa do anel pirrélico do
triptofano, no tecido extra-hepético (49). A IDO pode ser induzida por IFN-y em
muitos tipos celulares, tais como: macréfagos, células dendriticas (DCs), microglia,
astrocitos, fibroblastos, eosindfilos, células epiteliais e em células tumorais (49, 50,
51). Outras citocinas (IFNa, IFNB, TNFa e IL-10) ou lipopolissacarideos também séo
capazes de induzir IDO, embora com menos eficiéncia que o IFN-y (52). A ativagéo
de IDO inibe a proliferacdo de linfécitos pela deplecdo de triptofano e pela acéo
direta dos proprios metabdlitos produzidos na degradagcdo desse aminoécido,
causando a imunotolerancia (53).

Estudos recentes de Sales e colaboradores [2011 (54)] mostraram, tanto in
vivo quanto in vitro, que IDO é mais expresso em pacientes lepromatosos.
Corroborando estes dados, mondcitos de individuos sadios e de pacientes
lepromatosos estimulados com M. leprae produziram IDO. A atividade de IDO
também foi avaliada pela razdo da quinurenina sobre o triptofano, mostrando que
pacientes lepromatosos, contrariamente ao que ocorre com 0s tuberculoides e em

reacao reversa, apresentam maior atividade de IDO. Além disso, os niveis de TNF
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no soro dos pacientes lepromatosos foram maiores em relagcdo aos tuberculoides,
embora a secrecdo IFNy tenha sido inversa em relagdo a producéo de TNF. Apesar
da baixa producéo de IFNy nos lepromatosos, sua fungdo na indugéo de IDO néo
poderia ser descartada. Além disso, 0s baixos niveis desta citocina também
poderiam ser relacionados a persisténcia do crescimento bacteriano.

O perfil imunossupressor da IDO vem sendo bastante estudado. Com o
intuito de reverter o efeito desta molécula, diversos anélogos sintéticos do triptofano
com func¢éo inibidora da IDO estdo sendo testados (55). Isto se d& provavelmente
por meio da ligacdo ao sitio ativo da enzima que aceita o anel indole do substrato e
de analogos deste (56). Por exemplo, o 1-metil-triptofano (1MT) é um inibidor de IDO
reversivel, usado normalmente como inibidor-padrdo em ensaios para avaliar a
atividade de IDO (57).

O Oxido nitrico (NO) também pode ser considerado um inibidor da atividade
de IDO, pela ligacao irreversivel ao grupo catalitico heme (58). Dados anteriores do
nosso laboratério demonstraram que o NO predomina nas lesdes tuberculoides,
enquanto Moura e colaboradores [2007 (59)] mostraram que macréfagos isolados de
lesdo de pacientes lepromatosos, adquiriam a capacidade de produzir maiores

quantidades de NO, ao longo do periodo da cultura.

1.5 - INTERAGAO M. leprae — MACROFAGO

A patogénese da hanseniase decorre principalmente da relacdo M. leprae-
macrofago. Um individuo infectado por esta micobactéria pode ter diferentes tecidos
e tipos celulares afetados, embora a doenca s6 se manifeste na pele e nos nervos
periféricos. Os macréfagos de pacientes lepromatosos internalizam e armazenam
centenas de bacilos (60), o que resulta na produgcédo de citocinas participantes da
resposta imune a infeccdo. Além disso, os macréfagos atuam como células
apresentadoras de antigeno, proporcionando um elo de ligagdo entre a imunidade
inata e a adquirida.

Muitos estudos vém mostrando o envolvimento de receptores como, por
exemplo, os de lectinas do tipo C (61) ou do complemento (62) na superficie dos
macréfagos, com a endocitose do M. leprae, ou ainda do M. tuberculosis. Os

receptores de lectina do tipo C reconhecem estruturas de carboidratos como 0s
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encontrados na parede celular de patdégenos, incluindo os que estdo presentes no
envelope micobacteriano. O CD209, conhecido também como DC-SIGN, assim
como o receptor de manose, se ligam a lipoarabinomanan (AraLAM) da parede da
micobactéria (61). O CD209 foi inicialmente descrito como receptor de ICAM-3, com
funcdo de reconhecimento de glicoproteinas contendo altas concentragfes de
manose. A ligacdo do virus HIV (63) ou do virus da hepatite C (64) com o DC-SIGN
pode ocasionar a infeccdo de células T. Muitos patdégenos interagem como o CD209,
podendo ser citados o M. tuberculosis (65), S. mansoni (66) e o M. leprae (67). O
CD209, que atua como porta de entrada para o M. leprae (67), é expresso em
pacientes lepromatosos e tuberculoides (68), embora diferentes programas
funcionais dos macréfagos contribuam para a patogénese da hanseniase. A IL-10 e
a IL-15 regulam positivamente a expressdo de CD209 em mondcitos, mas a IL-10
induz um perfil fagocitico da célula e a IL-15 induz um perfil antimicrobiano mediado
pela vitamina D (69). Na linhagem ST88-14 e em células de Schwann (SC) primarias
também se observa a expressdo de CD209, que pode ser aumentada apos o
estimulo com a IL-4. As SC CD209" possuem maior percentual de ligacdo ao M.
leprae, porém, o mesmo ndo ocorre nas CD209". Quando o receptor € bloqueado,
observa-se a reducéo da infecgéo pelo M. leprae (70).

O receptor de manose (MR) ou o também conhecido CD206 é um receptor
constitutivo, que atua tanto na resposta imune inata quanto na homeostasia, tendo
grande importéncia no reconhecimento e internalizagéo de agentes infecciosos (71,
72). Baetas-da-Cruz e colaboradores [20092 (73)] demonstraram que SC primarias
isoladas de camundongos ligadas a proteinas monosiladas, expressavam MR. A
aquisicdo dessas proteinas foi reduzida na presenca de IFNy, o que poderia
relacionar a fungdo das CS na apresentacdo dos antigenos aos linfocitos T. Porém,
na presenca de dexametasona, houve um aumento na aquisicdo de proteinas
monosiladas, sugerindo que a expressdo de MR seja regulada de forma analoga em
SC, assim como na microglia. Dados do mesmo grupo [2009b (74)] ainda mostraram
que células ST-8814 expressam receptores de manose, o que refor¢ga a importancia
destas células como modelo para a defesa do hospedeiro em doencas infecciosas,
assim como outros disturbios degenerativos.

Outros receptores ainda parecem ter relevancia na hanseniase. De Souza
Sales e colaboradores [2011 (54)] mostraram que, no infiltrado da lesdo cutanea de
pacientes lepromatosos, h4 um grande nimero de células positivas para CD1lc,

CD86, HLA-DR e CD68. Esses dados sugerem que, nessas lesdes haja uma mistura
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de macrofagos e células dendriticas em potencial. Nas lesbes dos pacientes
tuberculoides, as células CD86 e CD11c positivas estédo localizadas no centro do
granuloma, correspondendo aos macréfagos epitelioides. Cerca de 75% dessas
células sdo CD68*/IDO", 50% das células sdo CD86/IDO", indicando que, em sua
maioria, células IDO positivas sdo originadas a partir dos macrofagos. Poucas
células deste infiltrado possuem CD86 na membrana plasmatica e IDO no
citoplasma.

A TACO, uma molécula bastante expressa em lesdes de pele de pacientes
lepromatosos, € recrutada da membrana plasmética para a membrana do
fagossoma, inibindo a formagéao do fago-lisossoma e atuando na sobrevivéncia dos
bacilos no macrofago (75).

Os macrofagos, além de fagocitarem patdgenos, ainda possuem uma fungéo
“scavenger”, realizando, por exemplo, a fagocitose de lipoproteinas oxidadas [oxLDL
(76)], o que leva a formagéo de células “espumosas”.

Na hanseniase, de acordo com a forma clinica do paciente, diferencas no
conteudo lipidico dos macrofagos séo observadas. Nos pacientes tuberculoides, os
macrofagos estdo ativados, originando as chamadas células epitelioides. Nos
pacientes lepromatosos, os macréfagos, além de conterem uma grande quantidade
de bacilos, possuem uma aparéncia “espumosa”, descrita inicialmente por Rudolf
Virchow em 1863 (77). A partir deste fato, os macréfagos foram chamados de
células de Virchow ou células espumosas, pela grande quantidade de lipidios,
incluindo fosfolipidios e acidos graxos de origem micobacteriana (78).

Montoya e colaboradores [2009 (79)] observaram uma divergéncia entre os
programas antimicrobianos e os fagociticos, que correspondem a resposta do
hospedeiro ao M. leprae nos macrofagos. Contrariamente ao que ocorre com a IL-
15, a presencga de IL-10 em cultura de mondcitos gerou um aumento na fagocitose,
que se assemelha aqueles macréfagos encontrados na leséo do polo lepromatoso.
Na presenca de IL-15, foi observado um aumento na resposta antimicrobiana, de
forma anéloga aos macrofagos encontrados nos pacientes do polo tuberculoide da
hanseniase. Moura e colaboradores [2007 (59)] mostraram ainda que os macrofagos
isolados de lesé@o de pacientes lepromatosos, mesmo apos 20 dias de cultura, ainda

possuiam o perfil fagocitico caracteristico dos pacientes com essa forma clinica.

23



1.6 — CARACTERISTICAS GERAIS DOS MACROFAGOS

Desde a descoberta dos fagécitos por Metchnikoff [1884 (80)], foi a eles
associada a ideia de que estas células eram capazes de endocitar patégenos e
destrui-los, relacionando-os com o sistema imune. Estas células fagocitam
aproximadamente 2x10'" de eritrécitos por dia, 0 que equivaleria a quase trés quilos
de ferro e hemoglobina reciclada por ano (81). Este processo de remocao é vital,
pois sem ele o hospedeiro poderia ndo sobreviver. Os fagécitos também estédo
envolvidos na remogdo de fragmentos celulares que sédo gerados normalmente
durante o remodelamento tecidual e que, de forma rapida e eficiente, eliminam as
células que entraram em apoptose (82). Os receptores que medeiam este processo
de remocdo homeostatica incluem os receptores “scavenger”’, a fosfatidilserina,
integrinas e fatores complemento (83).

Os macrofagos estdo presentes em todos os tecidos e, de acordo com o
ambiente, as células desempenhardo fung¢bes especificas. Porém, o sinal do
ambiente nem sempre induz mudangas que aumentem a fungcdo imune do
macrofago. De certa maneira, tanto a imunidade inata quanto a adquirida podem
levar o macréfago a ser mais suscetivel a infecgbes patogénicas e menos preparado
para produzir citocinas que modulem positivamente a resposta imune (84). Eles se
diferenciam a partir de PBMCs, que migram para os tecidos em estagio estacionario
ou em resposta a inflamacéo (85). Estas PBMCs se desenvolvem a partir de uma
mesma origem mieloide, precursora de diferentes tipos celulares, dentre os quais 0s
neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, macrofagos, células dendriticas e mastocitos. Ao
deixarem o sangue, os mondcitos ja possuem uma fungéo definida.

Embora a heterogeneidade dos macréfagos ndo seja compreendida em toda
a sua extensdo, ha uma teoria segundo a qual os mondcitos continuam a se
desenvolver e a maturar no sangue, sendo, em seguida, recrutados pelo tecido,
regido onde continuam a se diferenciar (86). Os mondécitos migram do sangue para o
tecido para reabastecer os macréfagos teciduais 0sseos, alveolares, do sistema
nervoso central (células microgliais), histiocitos, células de Kupffer do figado, bago e

peritdnio (85).

1.7 — As POPULACOES DE MACROFAGOS
Os macrofagos podem responder a sinais enddgenos que sdo rapidamente
gerados a partir de uma lesdo ou infecgdo. Estes sinais sdo tipicamente produzidos

por células da imunidade inata, ou ainda, por células envolvidas nas respostas
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antigeno-especificas. Estes sinais sdo mais focados e prolongados que a resposta
imune e, geralmente, levam a alteragdes nos macrofagos (87). Além de todas essas
fontes de estimulo, os macrdéfagos podem produzir diversos fatores capazes de
influenciar na sua propria fisiologia.

Mosmann e colaboradores [1986 (88)] demostraram em modelo murino que
linfocitos T sdo divididos em dois grupos: os Thl e os Th2. Esta classificagdo foi
baseada na producéo de citocinas, IFNy e IL-4, respectivamente.

Inicialmente, Gordon e colaboradores [2003 (89)] mostraram que a exposi¢ao
de macrofagos a IL-4 ou IL-13 levava a ativagdo alternativa de macréfago com
fendtipo distinto dos ativados classicamente, que depende da resposta Thl e de
células NK, produtoras de IFNy.

Mosser [2003 (90)] mostrou que a ligacdo do receptor Fcy em macrofagos
estimulados com IFNy levava ao bloqueio da sintese de IL-12 e a uma grande
indugédo de IL-10, evento denominado “ativagéo do tipo II". Estas classificagcdes
revelam importantes diferengas na resposta a moduladores como IL-4, IL-13, IL-10,
glicocorticoides e TGF, e, por esta razao, foi proposta uma classificagéo na qual a
polarizagdo M1 incluia a ativagéo classica, obtida pelo estimulo com IFNy, enquanto
a polarizacdo do tipo M2 estaria associada a programas antiparasitarios e de reparo
tecidual. A polarizagdo M2 foi subdividida em M2a ou M2b, correspondente a
ativagdo de macrdéfagos tipo Il e a M2c, que inclui estimulos heterogéneos (91).

O termo “ativacd@o classica” tem sido usado para designar os macrofagos
efetores (M1) que sdo produzidos durante a resposta imune mediada por células. Na
classificacdo original de macrofagos ativados, as combinaces de dois sinais
provenientes do IFNy e do TNF, resultam numa populacdo de macréfagos com maior
capacidade microbicida ou tumoricida, e que secreta altos niveis de mediadores proé-
inflamatoérios (92, 93). O LPS também possui a capacidade de induzir a

diferenciagdo do macrofago (91).
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Figura 1.7.1 — Representacdo da ativagdo classica de macrofagos. O IFNy é produzido por
células NK e células Thl na imunidade inata, juntamente com o TNF produzido por células
apresentadoras de antigeno. Este conjunto de estimulos induz a ativagdo do macroéfago tecidual.
Adaptado de Mosser e Edwards, 2008 (84).

As células NK (Natural Killer) sdo importantes na imunidade inata, atuando,
ainda, como fonte inicial de IFNy, em resposta ao ao estresse e infec¢des, induzindo
macrofagos a secretarem citocinas proé-inflamatoérias, assim como produzir
quantidades aumentadas de anions superoxidos e radicais de oxigénio e nitrogénio
(94). A producédo de IFNy pelas células NK é geralmente de curta duracdo e, por
iSs0, ndo consegue manter por muito tempo a populacdo de macréfagos ativada. Os
linfocitos Thl amplificam a produgcdo de IFNy e mantém a ativagdo do macrdéfago,
possibilitando, assim, a continua defesa do organismo contra muitos organismos
intracelulares (84).

A presenca de TNF também é importante na manutencdo da ativacéo classica
dos macréfagos. Uma das maneiras de estimular a expressdo de TNF € a ativagcdo
de receptores do tipo Toll (TLR) via MyD88. O TNF coopera com o IFNy de maneira
autécrina, mantendo a ativagdo dos macréfagos. Além de MyD88, alguns ligantes de
TLR também podem ativar o dominio TIR que contém a proteina adaptadora
indutora de IFNf (TRIF), e cujo sinal, por meio do fator regulador IFN3 (IRF3), pode
levar a producédo de IFNp (95). O IFNB, de maneira enddgena, pode substituir o IFNy
razdo pela qual poderia ativar os macréfagos de forma classica. Portanto, os dois
sinais necessarios a ativacdo dos macréfagos podem ser substituidos por certos
agonistas de TLR, que induzem tanto TNF quanto IFN( (84).

O LPS € o principal componente da membrana de bactérias gram-negativas.
Ele é reconhecido por meio do complexo CD14-TLR4 e da proteina acessoria MD2

(96). A ativagédo do macrofago ocorre pelo reconhecimento de padrdes de patdégenos
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(PAMPs), como o LPS pelos receptores de modelos de reconhecimento (PRR),
como os TLR (97) e receptores NOD (dominio nucleotideo de oligomerizacéo) (98).

Embora a presenca de estimulos pro-infamatérios seja fundamental a
ativagdo classica dos macrofagos, eles podem causar extenso dano ao hospedeiro.
A IL-6, IL-1B e IL-23, por exemplo, ativam macréfagos classicamente, e ainda tém
sido relacionadas com a expanséo de linfocitos Th17 (99). Estas células produzem
IL-17, uma citocina que esta associada a altos niveis de recrutamento tecidual de
polimorfonucleares (PMN), e que desencadeiam respostas inflamatdrias autoimunes
(100). Estas células em apoptose séo fagocitadas por macréfagos ativados, o que
leva a inibicdo a resposta inflamatoéria, e sendo responsaveis, em parte, pela
produgéo do fator transformador do crescimento [TGF-f (101)].

O papel da ativagdo classica dos macréfagos na defesa do organismo contra
organismos intracelulares tem sido bastante estudado (102). Como os macréfagos
ativados classicamente possuem perfil altamente endocitico e também eliminam
facilmente patégenos intracelulares, este processo pode ser mediado por diferentes
mecanismos como, por exemplo, a restricdo de ferro e outros nutrientes, a
acidificacdo do fagossoma, a sintese de reativos de oxigénio (103) e a liberacédo de
oxido nitrico (NO) através da L-arginina pela atividade de INOS [NO sintase induzivel
(104)]. Sendo assim, podemos concluir que a ativacao classica de macro6fagos € um
componente importante na defesa do organismo quando bem controlada, pois as
citocinas e mediadores produzidos podem levar ao dano tecidual do hospedeiro.
Macrofagos ativados classicamente sdo mediadores-chave na imunopatologia de
algumas doengas autoimunes como, por exemplo, a artrite reumatoide e a doenga
inflamatdria do intestino (105, 106).

A ativacdo alternativa de macrofagos foi originalmente descrita como sendo
uma consequéncia da producdo de altos niveis de IL-4. Em oposicdo aos
macroéfagos ativados classicamente, sdo denominados M2, e, mais recentemente,
algumas variantes foram descritas, variando conforme os estimulos utilizados para
gera-los. As células M2 séo subdivididas em: M2a ou também chamado de
macrofagos ativados alternativamente, induzidos a partir de IL-4 ou IL-13; M2b,
correspondente aos macrofagos tipo 2 ativados por meio da ligagdo com o receptor
Fcy na presenca de estimulos de TLR; e M2c, os macréfagos do programa de
desativacdo na presenca de IL-10, glicocorticoides, TGFf, expressando o receptor

CD163 [Figura 1.7.2 (91)].
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Figura 1.7.2 — A polarizacdo de macrofago esta associada a assinaturas génicas distintas. Esquema
demonstrativo dos tipos de macréfagos, citocinas e receptores (Martinez e cols., 2008).

A ativacdo de macrofagos M2a é obtida pelo estimulo de IL-4 ou IL-13, que
sdo fortemente produzidas por células Th2, mastocitos e basdfilos (107). Um dos
primeiros sinais inatos liberados durante o dano tecidual é a IL-4 (91), produzida
inicialmente por basdfilos e mastécitos, embora outros granulécitos também possam
estar envolvidos neste processo. Esta producdo de IL-4 converte inicialmente
macréfagos em uma populagdo de células que estad programada para promover o
reparo tecidual, e também estimula a atividade de arginase em macrdéfagos (Figura
1.7.3). Neste sistema, ha uma conversao da arginase em ornitina, um precursor das
poliaminas e coldgeno, o que leva a producéo de matriz extracelular (108).

A resposta imune adaptativa também pode levar a producédo de IL-4, e
acredita-se que este seja 0 primeiro caminho para o desenvolvimento e a
manutencdo dos macrofagos de reparo tecidual. As células envolvidas nas
respostas Th2, e cuja expressdo de IL-4 e IL-13 é marcante, sdo induzidas
primeiramente em resposta a um distirbio na superficie da mucosa (109),
mostrando-se indispensaveis nos pulmdes e intestinos. Estas respostas também
podem ocorrer em tecidos desprovidos de mucosa, especialmente em infec¢cdes por
helmintos (110).
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Figura 1.7.3 - Formac&o do Macréfago de Cicatrizag8o (M2a). A presenga de IL-4 no tecido pode levar &
formacé&o do macrofago de reparo tecidual. Adaptado de Mosser e Edwards, 2008 (84).

Em experimentos in vitro, os macréfagos tratados na presenca de IL-4 e/ou
IL-13 falham em apresentar antigenos as células T, produzem quantidades minimas
de citocinas pro-inflamatérias e sdo menos eficientes, quando comparados com 0s
macrofagos de ativagdo classica, que produzem altos niveis de radicais de oxigénio
e nitrogénio, eliminando patdgenos intracelulares (111). Curiosamente, na fibrose
tecidual induzida na esquistossomose cronica, h4 uma ativagdo descontrolada de
macrofagos de cicatrizagdo. Quando os macréfagos perdem a expressdo do
receptor da IL-4 (IL-4R), eles falham em induzir esta patologia. Além disso,
tratamento com anti-IL-4 causa a reducdo da fibrose e um discreto acumulo de
macrofagos de cicatrizagdo (112). Essas evidéncias mostram que os macrofagos
tratados com IL-4 e IL-13 sdo mais susceptiveis em algumas infec¢des intracelulares
(113, 114).

Os macréfagos M2b séo gerados por estimulos com LPS ou IL-1B, pelo TLR4
ou pelo receptor de IL-1f (IL-1BR), e, ainda, por complexos imunes reconhecidos por
receptores da porgéo Fc da IgG (FcyR). As células M2b tém um perfil inverso ao das
células M1, pois séo caracterizadas pela producéo baixa de IL-12, e elevada de IL-
10 (91).

Os macrofagos reguladores (Figura 1.7.4) sdo similares aos de ativagéo
classica e de cicatrizagcdo, no sentido de originar uma resposta imune inata ou
adaptativa. Apesar da resposta ao estresse néo ser tipicamente considerada como
parte da imunidade inata, o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) pode exercer
um efeito marcante sobre os macréfagos. Os glicocorticoides sdo liberados pelas

células adrenais em resposta ao estresse e podem inibir a defesa do hospedeiro
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mediada pelos macrofagos, além das fungdes inflamatérias, pela inibicdo da
transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatérias, reduzindo assim, a estabilidade
do RNA mensageiro (84). A producéo de citocinas reguladoras pelos macrofagos,
como o TGF, seguida da fagocitose de células apoptoéticas na presenca de um
estimulo pré-inflamatério, também pode contribuir para a fungdo imunorreguladora

destas células (101).

Célula T Requlatdria

Imuno-complexos
Prostaglandinas
Ligante GPCR.
Glicocorticoides
Células apoptiticas

IL-10
Macréfago Regulatirio
> O {atividade anti-inflamatdria)

T

Figura 1.7.4 — Representacdo de Macréfago Regulador (M2b). Por meio do estimulo pela IL-10, pode
ocorrer a diferenciacdo de macréfagos com atividade anti-inflamatéria. Adaptado de Mosser e Edwards,
2008 (84).

Este tipo de macréfago também pode surgir em estagios tardios da resposta
imune adaptativa, e o seu primeiro papel parece ser a modulacdo da resposta imune
e a limitagdo da inflamagé&o (115). Existem varias maneiras de gerar um macréfago
regulador, e, embora a MAPK (ERK) tenha surgido como uma potencial candidata
(116), o mecanismo molecular envolvido nesta alteragdo fenotipica ainda precisa ser
identificado. Gerber e Mosser [2001 (117)] foram os primeiros a identificar os
macrofagos reguladores através da estimulag&o in vitro com o agonista de TLR na
presenca de imunocomplexos IgG. Esta combinacdo de estimulos permitiu o
desenvolvimento de uma populacdo de macréfagos que produziam altos niveis de
IL-10. Além dos imunocomplexos, outros fatores podem gerar um sinal de
diferenciacédo reguladora destas células, incluindo as prostaglandinas (118), células
apoptoticas (119) e a IL-10 (91).
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Ao contrario dos macréfagos de reparo tecidual, estes macrofagos
reguladores ndo contribuem para a produgdo de matriz extracelular, e muitas destas
células expressam altos niveis de moléculas coestimulatorias (CD80 e CD86) e,
portanto, podem apresentar antigenos as células T (111). Patégenos como, por
exemplo, protozoarios, virus e bactérias podem se desenvolver em macréfagos
reguladores. Em muitos casos, estes patdgenos mimetizam alguns estimulos como,
por exemplo, 0 estagio amastigota da Leishmania spp., que se liga a IgG do
hospedeiro e se utiliza do FcyR para entrar no macrofago. Esta ligagdo e a ativacao
negativa de vias de sinalizacdo induzem o desenvolvimento de macréfagos
reguladores, que podem permitir o crescimento de patdgenos intracelulares (120).
Outro exemplo esté ligado ao caso da infec¢do causada pelo virus da dengue que
tem sido relacionado com o desenvolvimento deste tipo de macréfagos. No
aparecimento da infeccdo, h4 uma regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatorias
e altos niveis de IL-10 (121). Em relacdo a infec¢do bacteriana, temos como
exemplo a toxina do Bacillus anthracis, cujo ligante nas células é a GPCR (receptor
duplo da proteina G). A ativacdo deste sistema resulta no desenvolvimento de
macrofagos reguladores e no aumento da dispers@o bacteriana (122). Além disso,
esta toxina letal pode inibir a ativagdo de MAPK nos macrofagos, interferindo na
producdo de citocinas pro-inflamatdrias (123). Portanto, existe uma grande
variedade de patdgenos que podem interferir na ativagdo ou simplesmente induzir o
desenvolvimento de um determinado perfil dos macréfagos; em todos os casos, 0
resultado € o mesmo: a eliminagdo deficiente do patdgeno e o aumento da
proliferagéo destes micro-organismos.

Os macrofagos M2c fazem parte de uma categoria de macréfagos que
incluem as células estimuladas com IL-10, TGFp ou glicocorticoides. Estas células
sdo consideradas desativadas, e possuem menor expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, grande atividade scavenger e carregam um programa funcional de
pro-reparo. A IL-10 inibe a producéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-6 e
IL-12, e é produzida por macréfagos, linfécitos T, B e uma variedade de outros tipos
celulares, incluindo mastdcitos e queratinGcitos como parte de uma resposta
homeostética a infeccdo ou inflamacé&o (91). Esta citocina desempenha a funcéo de
limitar a duragéo e intensidade das respostas imunes e inflamatérias. O TGFp é uma
citocina pleiotropica que medeia uma grande quantidade de efeitos na diferenciagéo,
ativagdo e proliferacéo celular. Em mondcitos e macrofagos regula a ativagdo e a

producdo de citocinas, assim como a quimiotaxia e a defesa do hospedeiro. Além
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disso, esta citocina regula negativamente a expressdo de CD163 (receptor
“scavenger”) em macrofagos e inibe a producao de citocinas pré-inflamatérias como
TNF, IL-1a e IL-18 (124).

Os glicocorticoides (GC) sao liberados em resposta a uma variedade
estimulos de estresse (“starvation”, dor, trauma e infecgéo), e sdo essenciais para a
manutengdo de fungdes homeostaticas. O reconhecimento destes estimulos ocorre
no nucleo, por meio dos receptores de glicocorticoides que reprimem fortemente
citocinas pré-inflamatorias tais como TNFa, IL-4, IL-5, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, assim
como mediadores pro-inflamatérios como INOS e ciclooxigenase-2 [COX-2 (125)].
Os GCs também inibem a resposta inflamatdria gragas ao aumento da expresséo de
IL-10 e outras moléculas com fung¢bes anti-inflamatérias, como CD163 e IL-1RII.
Além destas caracteristicas, o GC também modula negativamente uma grande
variedade de genes que séo regulados pelo IFNy, assim como os complexos CXCL-

10/Ip-10, CXCL-11/I-TAC, CCL5/RANTES, CCL24/eotaxina-2 (126).

1.8 — AS FAMILIAS DE RECEPTORES “ SCAVENGER”

Os receptores scavenger foram observados pela primeira vez em estudos
para compreender a forma como o colesterol de lipoproteinas de baixa densidade
(“low density lipoproteins” - LDL) se acumulava em placas ateroscleroticas, em
pacientes com caso familiar de perda de receptores LDL (127). Desde o inicio dos
estudos, a familia de moléculas classificadas como receptores “scavenger” tem se
expandido significativamente e, com base na estrutura de seus multidominios, este
grupo tem sido dividido em oito diferentes classes (A, B, C, D, E, F, G e H), de
acordo com a classificagdo proposta por Krieger e colaboradores em 1997 [(128)
Figura 1.8.1].
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Figura 1.8.1 — Representagcdo esquematica dos membros do SRCR. Os receptores sdo agrupados em
classes de acordo com o tipo da estrutura. Os dominios dos representantes “scavenger” sao representados
na legenda da figura. Esquema adaptado de Plidemann e cols., 2007 (129).

Apesar do grande numero de classes de receptores “scavenger’ e,
consequentemente, de uma série de ligantes, o CD163 € um dos receptores que se
destacam, pois participa da homeostase e da imunidade inata em macréfagos
fazendo parte do subgrupo relacionado aos receptores scavenger ricos em cisteina
[‘scavenger receptors cystein-rich’— SRCR (128)]. O SRCR é considerado uma
superfamilia, relacionada estruturalmente as glicoproteinas transmembranicas que
participam na defesa imune inata, atuando como modelo de reconhecimento de
moléculas, e, algumas vezes, com ampla especificidade. Outras medeiam
seletivamente interacdes proteina-proteina (130).

O grupo B SRCR inclui CD5, CD6, SPa, gp-340, M160, CD163, dentre outros
(131, 132, 133). Dentro da classe B de receptores “scavenger”’, CD163 e M160 séo
0s Unicos membros expressos exclusivamente em mondcitos ou macréfagos (132,
134). Os demais sdo expressos em outras células imunes ou em células néo-
hematopoiéticas como, por exemplo, o CD5 e CDB6, expressos predominantemente
em linfécitos B e T (135), sendo o gp-340 secretado expresso por células da

mucosa epitelial. Pouco se sabe sobre a fungdo dos membros do grupo B da familia
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SRCR, porém a grande variedade de receptores desta familia esta associada a
diversidade de ligantes (Fabriek e cols., 2005).

O CD163 (Figura 1.8.2), também conhecido como RM3/1, receptor scavenger
de hemoglobina, M130 ou p155, € o membro da familia SRCR classe B expressa em

mondcitos e em subpopula¢des de macréfagos teciduais (130).

CD163
- Scl e
.
-
e
~ Sc

COOH

Figura 1.8.2 — Representacgéo esquematica do CD163. Dominios “scavenger” — Sc (verde) e
regides de glicosilagéo (preto —e) - Gordon, 2001 (136).

O CD163 foi descrito em humanos, mas também ha homoblogos em
marmotas, porcos e roedores. Em humanos, este receptor € uma glicoproteina de
130-kDa, que contém um Unico elemento transmembranico (tipo I), uma calda
citoplasmaética curta, com 49 residuos de aminoécidos e grande regido extracelular
contendo nove dominios SRCR — “scavenger receptor cystein-rich” [receptores
“scavenger” ricos em cisteina (137)]. Este receptor é reconhecido por uma série de
anticorpos monoclonais, como Ber-Mac3 (138), Ki-M8 (139), GHI/61 e SM4 (140) e
RM3/1 (141). Além disso, possui predominantemente duas isoformas citoplasméticas
(ambas resultantes de “splicing” alternativo) contendo longos dominios intracelulares
compostos por 84 ou 89 residuos de aminoacidos, sendo assim chamados de
isoforma A e B respectivamente (142, 143). Essas diferengas poderiam indicar a

existéncia de diferentes sinais de transdugé&o das variantes do CD163.
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A expressdo de CD163 tem sido estudada em células humanas (134) e em
ratos (144), e sua expressao € restrita as células da linhagem monocitica. Os
macrofagos teciduais expressam altos niveis de CD163, o que pode estar
relacionado, em alguns casos, ao papel importante na resolugdo da inflamacéo. Este
receptor também esta envolvido na diferenciacdo dos macrofagos, assim como de
mondcitos do sangue periférico, células Kupffer (no figado) no bago, macrofagos
corticais do timo, macrofagos maduros residentes da medula 6ssea, no tecido
nervoso central (o que néo inclui a microglia), como demonstrado por van den
Heuvel e cols. [1999 (134)]. Cabe salientar que altos niveis de CD163 foram
detectados em mondcitos durante a fase de resolucdo da resposta imune sistémica
em cirurgias de ponte de safena (145).

A regulagéo da expressdo de CD163 pode ser observada in vitro por fatores
que induzem diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, levando ao aumento
consideravel da expressdo de RNAm e de proteinas de CD163 secretadas em
culturas destas células. Além disso, o tratamento de mondcitos com glicocorticéides
e IL-10 aumenta a expressao deste receptor (146, 147). Por outro lado, quando
mediadores pro-inflamatérios como LPS, IFNy e TNF séo utilizados como estimulo,
hd uma supressdo da expressdo génica, assim como do receptor CD163. A
supresséo deste receptor também é verificada quando mondcitos séo diferenciados
em células dendriticas pela adicdo de GM-CSF e IL-4 na cultura das células (147).
Quando mondcitos sdo estimulados para o fenétipo “classico” ou “alternativo”, IFNy e
LPS ou IL-4 e IL-13, respectivamente, ha um aumento da expressdo de CD163 no
perfil “alternativo” de macréfagos, que desempenham um papel importante na
resposta inflamatoéria, como, por exemplo, na captura de componentes de residuos
celulares (89).

A fung&o homeostatica melhor caracterizada e mais extensivamente estudada
do CD163 é a relacionada com a ligacdo deste receptor a complexos
Hemoglobina:Haptoglobina (Hb:Hp) (148). A hemdlise intravascular gera uma
liberagdo de hemoglobina livre toxica e oxidativa (originada de eritrécitos mal-
formados ou senescentes), que pode ser complexada & haptoglobina por meio dos
macrofagos teciduais do figado, baco ou da medula 6ssea (136). Neste processo,
macrofagos residentes que expressam o CD163 atuam, internalizando o complexo
Hb:Hp, o que leva & protecdo do tecido contra um dano oxidativo causado pela
hemoglobina livre (148). O CD163 tem alta afinidade pela Hb:Hp (2:2), ou seja, uma

forma multimérica da haptoglobina que se liga a hemoglobina, e que é
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preferencialmente endocitada por macréfagos. A regido de reconhecimento deste
complexo pelo CD163 é a regidao do dominio “scavenger” 3, que também pode ser
bloqueada, acarretando a inativac&o deste receptor (149).

Apesar do papel protetor na remocdo da Hb do plasma, a endocitose de
Hb:Hp mediada pelo CD163 também € importante na captacdo de ferro nos
macroéfagos teciduais, o que pode refletir um bom método de reciclagem de ferro no
organismo (130). Sendo assim, o que foi endocitado é entregue ao endossoma
primario, e o CD163 é reciclado para a membrana plasmética, a fim de realizar uma
nova endocitose (150). Uma vez liberada, a subunidade heme da Hb é degradada
pela enzima heme oxigenase-1 (HO-1), convertendo-a em biliverdina, ferro livre e

monoéxido de carbono [(151) Figura 1.8.3].
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Figura 1.8.3 — Representagéo esquemética da fungéo scavenger do CD163 para Hb:Hp. Ap6s a formacéo do
complexo Hb:Hp, é exposto um novo epitopo, que interage com o terceiro dominio SRCR do CD163, resultando
na sinalizacdo de eventos e na endocitose do complexo receptor-ligante. Hb:Hp induz a expressdo de IL-10 que
regula positivamente HO-1 e CD163. EP=Endossoma primario; ET=Endossoma tardio; BR=Bilirrubina redutase.
Este esquema foi adaptado de Van Gorp e cols., 2010 (152).
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Heme ou ferro-protoporfirina IX (PP-1X) esta envolvida em vérios processos
cataliticos em procariotos e eucariotos. Além de atuar como uma molécula
reguladora, ela também controla processos celulares, como a transcricdo do DNA e
a diferenciacéo celular (153, 154). Heme também é considerada uma fonte de ferro
para a nutricdo de bactérias. Em bactérias patogénicas ao homem, cerca de 95% do
ferro adquirido est4 presente na forma de heme, primariamente como hemoglobina,
hemopexina e heme-lipoproteinas (155, 156). Apesar de uma ampla descricdo do
processo de entrada de heme em bactérias gram-negativas e positivas, pouco é
sabido sobre a sua atuagdo na célula hospedeira. Em eucariotos, as heme-
oxigenases (HOs) catalisam a clivagem oxidativa doheme em biliverdina, ferro e
monoéxido de carbono (157). Em procariotos, como a Pseudomonas aeruginosa, que
possui enzimas homologas a HO, ha evidéncias de que a clivagem oxidativa do
heme seja um mecanismo por meio do qual as bactérias adquirem ferro. Além disso,
0 heme do hospedeiro pode ser incorporada a bactérias (158, 159). A utilizacdo de
heme exdgeno, em vez do ferro, € vantajosa para a bactéria, pois grande parte do
ferro é direcionada a sintese do heme enddgeno (160). Ademais, a injecao de ferro
exdgeno em animais infectados incrementa a multiplicacdo bacteriana e a viruléncia
de certos patdgenos, como Vibrio cholerae e M. tuberculosis; o bacilo adquire ferro
do hospedeiro a partir da transferrina (161, 162).

Estudos recentes de Jones e Niederweis [2011 (163)] mostraram que a
aquisicao do ferro ocorre gragas ao heme do hospedeiro, embora o mecanismo de
aquisicdo ainda ndo tenha sido descrito. J& o M. leprae utiliza um sideréforo
exoquelina para capturar ferro do hospedeiro (164). Além disso, Pessolani e
colaboradores [1994 (165)] observaram que o M. leprae possui bacterioferritina,
dotada da funcdo de armazenar ferro, indicando que ela possa estar envolvida na
sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro. Lara e colaboradores [2003 (166)]
mostraram que, em Boophilus microplus (carrapato), o heme é armazenado em
organelas especializadas chamadas hemossomas. Em protozoarios, heme também
€ importante para a proliferacdo de Trypanossoma cruzi (167). Apés a endocitose de
Hb:Hp, a presenca de HO-1 é fundamental para a protecdo contra o dano oxidativo e
pode levar a efeitos anti-inflamatorios, devido a producédo de biliverdina, bilirrubina,
monoxido de carbono (CO) ou ferritina (168).

O mondxido de carbono possui um potente efeito anti-inflamatério. Otterbein e
colaboradores [2000 (169)] demonstraram em estudo in vivo e in vitro, que as baixas

concentragdes de CO inibem a expressédo de TNF e IL-1f induzida por LPS, porém
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aumenta a expressao de IL-10, caracteristica esta atribuida & ativagédo seletiva de
p38, uma proteina quinase ativada por mitdgeno [MAPK (170)]. Embora o CO atue
muitas vezes da mesma maneira que o NO, a funcdo desta molécula ainda engloba
a participagédo em vias de transducgé&o de sinal.

A relagdo entre a sintese de HO-1 em macrofagos e a ligagdo de Hb:Hp pelo
CD163 pode permitir que os macrofagos coordenem a reciclagem de hemoglobina e,

ao mesmo tempo, desenvolvam uma atividade anti-inflamatoria.

1.9-CD163 SOLUVEL (sCD163)

Além de estar presente na membrana de mondcitos e macrofagos, o CD163
também pode ser encontrado solubilizado no plasma (171). O sCD163 é resultado
da clivagem do CD163 da membrana plasmatica pela a¢do de varios fatores, tais
como as metaloproteinases de matriz, cujo mecanismo pode ser avaliado in vivo, e
que, por meio do inibidor de metaloproteinases tecidual, o TIMP — especialmente o
TIMP-3 - pode-se impedir esta clivagem da membrana plasmatica de mondcitos e de
macrofagos (172).

Em estudos in vitro, o PMA (“phorbol 12-myristate 13-acetate”) também
participa do processo de clivagem do CD163, com um mecanismo dependente de
PKC (proteina quinase — C). Além disso, endotoxinas, como o LPS, sdo potentes
indutores da clivagem do CD163 de membrana, tanto in vitro quanto in vivo, sendo
tal inducéo realizada pela ativagdo de TLR4 (173). A clivagem do CD163 também
decorre da ativagdo de imunocomplexos ligados ao receptor Fcy (174). Os
mediadores do estresse oxidativo, frequentemente presentes em condigdes
inflamatorias, também sdo estimulos a clivagem do CD163 de membrana (175)
(Figura 1.9.1).

38



Figura 1.9.1 — Regulagéo da clivagem do CD163 da membrana plasmatica. A presenca de varios
sinais podem levar a clivagem proteolitica do receptor e este ser liberado para o plasma, liberando o
sCD163. O sCD163 tem propriedades anti-inflamatérias, e pode ser utilizado como marcador para certas
condi¢des patoldgicas. Este esquema foi adaptado de Van Gorp e cols., 2010 (152).

Embora o LPS e o receptor Fcy induzam a clivagem do CD163 de membrana,
eles ndo séo idénticos. O receptor Fcy pode ser inibido pela genisteina, o que mostra
que este receptor necessita da atividade de PTK para induzir a clivagem do CD163.
Da mesma maneira, a genisteina inibe a clivagem pelo bloqueio da atividade de Src
kinase, que é responséavel pela fosforilagdo de ITAM encontrado nos receptores Fcy
(176).

A concentragdo de sCD163 no soro ou plasma de individuos saudaveis é
relativamente alta, e sua deteccao é realizada pelo método de ELISA (177). Porém,
em condi¢des patoldgicas, estes niveis sdo ainda maiores, podendo tal substancia
ser utilizada como marcador de monitoramento de um grande nimero de doencas
(Tabela 1.9.1).
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TABELA 1.9.1 — NiVEIS AUMENTADOS DE SCD163 EM ALGUMAS CONDICOES CLINICAS

CoONDICOES CLINICAS REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
Arteriosclerose (178)
Artrite Reumatoide (172)
Disordens Autoimunes (179)
Doencas Gastrointestinais (180)
Leucemia Mieloide Aguda (181)
Melanoma (182)
Pneumonia/Sepse (183)
Rejeicdo de Transplantes (184)
Sindrome Hemofagocitica (185)
Tuberculose (186)

Existem muitas abordagens funcionais em relagdo ao sCD163, porém pouco
se sabe sobre a sua funcéo bioldgica. A ligagdo do sCD163 com complexos Hp:Hb,
sugere a reducdo da captacao de ferro celular, limitando o acesso a hemoglobina
livre, e inibindo, assim, o crescimento de patdégenos intracelulares (187). Porém,
estudos recentes mostraram que os complexos Hp:Hb se ligam preferencialmente
ao CD163 membranar, e que o sCD163 normalmente ndo se liga a estes complexos
no plasma (188). O potencial anti-inflamatério do sCD163 leva a inibicdo da ativagao
e da proliferagdo de linfocitos T, porém, este fendmeno ndo € observado no CD163
membranar (189).
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2 - Justificativa

Os mecanismos envolvidos no aparecimento das formas lepromatosas da
hanseniase ainda sédo objeto de grande interesse cientifico. A interagdo do M. leprae
com as células hospedeiras humanas, tais como macréfagos e células de Schwann,
parecem resultar em uma complexa adaptagéo celular a este bacilo. Disto resultam
diferentes padrées clinico-imunoldgicos que envolvem ndo apenas o sistema imune,
como também o eixo neuro-enddcrino, 0o metabolismo lipidico e o sistema de
metabolismo do ferro, dentre outros.

Estudos anteriores tém mostrado que a auséncia de resposta especifica ao
M. leprae em pacientes com as formas lepromatosas da hanseniase pode ser
revertida, sugerindo que fatores inibidores liberados durante a infecgcdo sejam
capazes de modular negativamente a resposta imune adaptativa. Neste contexto, a
interacdo do M. leprae com diferentes subtipos de macrofagos tem sido considerada
um elemento-chave para o desfecho da resposta imune.

Estudo anterior do nosso grupo apontou que a enzima IDO, responséavel pela
degradacgéo do triptofano, participa da resposta imune ao M. leprae, por meio de
sua acdo supressora, influenciando na perda progressiva da resposta antigeno-
especifica observada nas formas multibacilares.

Neste estudo, pretendemos explorar o papel do receptor “scavenger” CD163
identificado como encarregado da homeostasia relacionada a sintese e a
degradagédo da hemoglobina na infeccdo pelo M. leprae, hipotetizando que este
agente, por modular a expressdo deste receptor, possa utiliza-lo para sua

internalizacdo e sobrevivéncia na célula hospedeira.
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3 - Objetivos

Objetivo Geral:

Analisar a expressao de CD163 nas lesbes cutaneas de pacientes com as formas

polares da hanseniase e seu papel na modulagéo da infec¢do pelo M. leprae.

Objetivos Especificos:

1-

Analisar a expressao de CD163 nas lesdes cutaneas de pacientes com as
formas polares da hanseniase, e correlacion-la com a expresséo de outros
marcadores de macréfagos;

Correlacionar a expressdo de CD163 e IDO nas les6es e em macrofagos
isolados de les&o cutanea de pacientes lepromatosos;

Avaliar, em cultura, a cinética de expressdo de CD163 e outros marcadores
de macroéfagos isolados de lesdo cutédnea de pacientes lepromatosos;
Correlacionar a expressdo génica de CD163, IDO e IL-10 nos macrofagos
isolados das lesbes cutaneas de pacientes lepromatosos;

Avaliar a expressdo de CD163 em mondcitos de individuos sadios na
presenca de M. leprae e de outros patégenos;

Verificar a expressdo de CD163, IDO e CD209 em mondcitos de individuos
sadios, na presenga de M. leprae irradiado e obtido de extratos de leséo;
Avaliar o papel da IL-10 na modulagdo do CD163 pelo M. leprae;

Analisar o papel do CD163 na internalizagéo do M. leprae;

Correlacionar os niveis de heme, sCD163 e IL-10 no soro de individuos

sadios e pacientes com as formas polares da hanseniase;

10- Correlacionar a presenca de ferro e a de M. leprae nas lesdes cutaneas de

pacientes lepromatosos.
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4 - Material e Métodos

4.1 - Biosseguranca e Permisséo Etica

As amostras biologicas (fragmentos das lesdes de pele) dos pacientes com
hanseniase (13 pacientes lepromatosos e 10 pacientes tuberculoides) foram
coletadas no Ambulatério Souza Araujo (FIOCRUZ, Rio de Janeiro). Todas as
amostras foram manipuladas de acordo com as normas preconizadas para a

manipulacdo de material bioldgico.

A participacdo de cada individuo no estudo foi condicionada & assinatura de um
termo de consentimento previamente aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
FIOCRUZ (Protocolo n°® 509/09). Para a protecdo e o bem estar dos individuos

incluidos neste projeto, ndo foi divulgado o nome de qualquer dos participantes.

4.2 — Imuno-histoquimica

A identificacdo da expressdo de alguns marcadores de macréfagos e células
dendriticas nas lesfes de pele dos pacientes com hanseniase (BT, n=6 e LL, n=10)
foi determinada por meio da técnica de imunoperoxidase utilizando anticorpo
policlonal anti-IDO humana (Santa Cruz Biotecnology, inc., Santa Cruz, CA, USA) e
anticorpo monoclonal anti-CD163, anti-CD68, anti-HLA-DR, anti-CD206, anti-CD209 e
anti-CD86 humana (R&D Systems, Minneapolis, USA). Os criocortes foram fixados
em acetona, permeabilizados e bloqueados antes da incubagdo com o anticorpo
monoclonal, numa diluigdo de 1:50 ou 1:25. Em seguida, as sec¢des foram incubadas
com anticopo secundéario biotinilado. Os anticorpos foram visualizados com o sistema
ABC (Vector Labs, Burlingame, CA, USA), que usa o conjugado avidina e biotina-

biotina-peroxidase para a amplificagéo do sinal.

4.3 — Imunofluorescéncia in vivo

A identificacdo de células IDO'CD163" foi realizada nas lesdes de pele dos
pacientes lepromatosos (LL, n=4) por meio de anticorpos monoclonais anti- IDO e
anti-CD163 (Santa Cruz; R&D Systems). Os cortes congelados foram fixados em
acetona, permeabilizados e bloqueados antes da incubagdo com o anticorpo

monoclonal, numa diluicdo de 1:50. Em seguida, as sec¢des foram incubadas com
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anticorpo secundério Alexa Fluor 488° ou Alexa Fluor 568 (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA). As marcagbes foram visualizadas através do Microscopio
Confocal Zeiss LSM 510 e do microscopio de fluorescéncia Colibri Zeiss (Heidelberg,
DEU, Alemanha).

4.4 - Deteccéao de CD163 por “Western Blotting”

Para verificar a expressdo de CD163 em lesdo de pele de pacientes, 30
cortes de 15 um foram colocados em tampé&o de lise (Tris-HCl a 50 mM, pH 7,5,
EDTA a5 mM, EGTA a 10 mM, NaF a 50 mM, B-glicerofosfato a 20 mM, NaCl a 250
mM, Triton X-100 a 0,1 % e coquetel de inibidores protease (Calbiochem, Alemanha)
e incubados por 30 minutos (min), a 4 °C. Ao término da incubagédo, os lisados
celulares foram centrifugados a 18.300 xg, por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi

recolhido para posterior dosagem de proteinas pelo método de Bradford (217).

As proteinas presentes nos lisados celulares foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), como descrito por
Laemmli (1970). Para isso, 30ug de proteina foram acrescidos ao tampdo de
amostra (Tris-HCl a 50mM em pH 8, DTT a 100mM, SDS a 2%, azul de bromofenol
a 0,01% e glicerol a 10%) e desnaturados a 100°C, por 5 min. Apds uma corrida
eletroforética a 100V, em tampao contendo Tris a 25mM e glicina a 250mM, foi
realizada a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose
(Amershan, NJ, USA), por corrente elétrica, em tampéo especifico (Tris a 25mM,
glicina a 190mM e metanol a 20%), a 100 V por 1 hora (h).

ApoOs a transferéncia, as interagfes inespecificas foram bloqueadas com
solugdo de Tris a 20mM, pH7,4, NaCl a 137mM e Tween a 0,1% (TBS-Tween)
acrescido de BSA a 5%, por 1h. Para verificar a presenga de CD163 e da tubulina, a
membrana foi incubada com anticorpo monoclonal murino anti-CD163 humano,
clone EDHu-1 (AbD Serotec, EUA) na diluigdo de 1:100,e anticorpo monoclonal
murino anti-tubulina humana (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) na diluicio de
1:10000, ambos em solugcéo de TBS-Tween com 1% de BSA por 1h, a temperatura
ambiente. Ao término da incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-
Tween, por 5min, e, entdo, incubada, por lhora, com anticorpo secundario murino
anti-IlgG conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:2000 (Dako Cytomation, Glostrup,

Dinamarca) em TBS-Tween contendo 1% de leite desnatado. Finalmente, foram
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realizadas 4 lavagens de 5 min com TBS-Tween. A visualiza¢&o do resultado foi feita
por quimioluminescéncia (ECL — Santa Cruz Biotechnology, EUA) e a densitometria
das bandas resultantes foi realizada pelo programa Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe

Systems Incorporated, USA).

4.5 - RT-PCR em tempo real

Para a realizacdo do PCR, foi adicionado 1mL de Trizol as culturas de PBMC
e 0 RNA extraido foi purificado utilizando cloroférmio e alcool isoamilico. O RNA foi
precipitado por, pelo menos, 30 min a -70 °C em isopropanol onde, em seguida, foi
lavado em etanol 70% e ressuspenso em agua livre de RNAse (agua milliQ tratada

com diethilpirocarbonato a 0,1%).

A sintese do cDNA foi realizada em microtubos contendo cerca de 1ug de
RNA, aos quais foi adicionado 1uL de oligo dT (invitrogen, MN, USA), e o volume
final da reacéo foi elevado para 10uL, com H2O livre de RNAse. O tubo foi, entéo,
incubado por 10min a 65°C. Em seguida, foram adicionados 1ul de RNAzin (40
U/uL) (Applied Biosystems, CA, USA), 1 uL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP,
0,2mM cada; Applied Biosystems), 4uL do tampéo de transcricdo 5X (Tris HCI
250mM, KCI 375mM, MgCl, 15mM), 2uL de ditiotreitol (DTT 0,1M), e 1uL Super
Script Il RNAse H- (200U/uL). A reagao foi realizada a uma temperatura de 42°C por
1h, e em seguida, o tubo foi aquecido a 90°C por 10min. O volume das amostras foi
elevado para 80uL com agua estéril e os tubos mantidos a -20°C até uso posterior.
Foi utilizado o sistema Tagman de RT-PCR em tempo real com o ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems), para o monitoramento continuo

da fluorescéncia.

Para a reagédo de PCR, as amostras de cDNA foram utilizadas na quantidade
de 50ng por reacdo, em um volume final de 25uL (j& contendo o cDNA). Foram
adicionados a cada pogo (ABI Prism optical plates, Applied Biosystems) 12,5uL de
2X TagMan Universal Master Mix (1X) [contendo AmpliTag Gold 250U, AmpErase
UNG, 10X Tagman Buffer A e dNTPs] e 1uL 20x ensaio TagMan contendo
iniciadores e sondas especificas para as moléculas de interesse (IDO, TNFa, IFNy,
IL-10 e GAPDH). O material foi, entdo, amplificado, em um total de quatro etapas: 1
ciclo a 50°C por 2 min, para a ativagdo da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C

por 10min para a ativagdo da AmpliTagGold DNA polimerase e 45 ciclos contendo
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etapas de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguidos pelas etapas de,

anelamento e a extensao a 60°C por 1 min.

A variacdo nos niveis de expressdo dos genes de interesse foi calculada a
partir da variagdo entre os valores de Ct deste gene e do GAPDH (gene end6geno)
(ACt). Os valores de ACt foram calculados segundo a formula abaixo, de modo a
gerar resultados que reflitam a expressdo dos genes em relacdo a expressédo do
GAPDH: ACt: (Ct gene de interesse — Ct GAPDH) = de posse dos valores de ACt,
foram calculados os valores de 2“, a fim de captar a nogdo exata de quantas vezes
mais um transcrito esti presente em relacdo ao outro. Os valores foram utilizados
como expoente para a base 2, devido ao crescimento exponencial nas reagdes de
PCR.

4.6 - Isolamento de Macrdfagos de Leséo de Pele de Pacientes Lepromatosos

Apos o diagnéstico do paciente com a forma lepromatosa da hanseniase, uma
amostra da pele do mesmo foi biopsiada e, em seguida, o fragmento de pele foi
colocado em RPMI 1640 (Gibco® - Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), em
gelo Uumido. ApGs um breve periodo, a derme e a epiderme foram separadas
mecanicamente, com o auxilio de um bisturi, e a derme fragmentada em porcdes
menores para facilitar a agdo das enzimas na presenc¢a de uma solugéo de Dispase a
4mg/mL e Colagenase a 0,5mg/mL (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) e
soro fetal bovino 10% (Hyclone, UT, USA) em RPMI 1640 (método adaptado de
Moura e cols., 2007 — [59]). Em seguida, a solu¢gdo com os fragmentos da derme foi
colocada em uma cubeta de teflon, e mantida em estufa a 37°C com 5% de atmosfera
de CO; “overnight”. Apds este periodo, as células foram lavadas com RPMI 1640 por
trés vezes utilizando-se a centrifugagdo por 1500rpm (500 xg) durante 10 min, sob
refrigeracdo, e todos os sobrenadante estocadsos para posterior obtengdo de M.
leprae (item 2.5). As células foram lavadas, ressuspensas em meio completo
contendo SFB (10%), Penicilina e Estreptomicina (1%) em RPMI 1640, e foram
contadas por exclusdo em azul de tripan. Em seguida, foram distribuidas 5 x 10°
células em 1 mL de meio completo em placas contendo 24 pocos. As células foram

mantidas em cultura pelo menos durante seis dias.
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4.7 - Aquisicdo de M. leprae proveniente da leséo cutanea de pacientes

lepromatosos

A partir dos sobrenadantes obtidos da suspenséo de células da leséo de pele,
0os mesmos foram centrifugados a 14000 rpm (18300 xg) durante 15 min e lavados
com PBS (Gibco® - Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) por duas vezes. Ap6s
este procedimento, o pellet de bactérias foi ressuspenso em 100uL de RPMI 1640
puro. Para contar o nimero de bactérias presentes, foram feitas trés diluicdes
seriadas (1:10, 1:100 e 1:1000). O numero de bactérias foi determinado a partir da
contagem de 20 campos no microscopio optico, as bactérias foram fixadas em formol-
leite e coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen (coloracdo estabelecida pelo azul — para
“debris” celulares — azul de metileno, e pelo vermelho — para as bactérias alcool-acido
resistentes — dada pela fucsina). O numero final de bactérias é calculado pelo nimero
de bactérias multiplicado pelo fator de diluicAo e pela correcdo da objetiva. Apos
verificar a quantidade de bactérias, avaliamos a viabilidade destas pelo kit
LIVE/DEAD® ‘BacLight™ Bacterial Viability Kits da Invitrogen (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), seguindo a metodologia sugerida pelo fabricante. As células
vivas foram marcadas em verde e as mortas foram coradas em vermelho. Ao longo
das dissociagdes, verificamos uma viabilidade média de 80% das bactérias originadas

da pele dos pacientes com hanseniase.

4.8 - Marcacgao do M. leprae com fluoresceina

Para a marcagédo do M. leprae, foi utilizado o kit — PKH-26 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), e um fluorocromo vermelho dotado de uma excitagdo em
551nm e emissdo em 567nm, caracteristicas compativeis com o sistema de detecgéo

rodamina ou ficoeritrina.

4.9 - Imunofluorescéncia in vitro

Os macrofagos isolados da lesdo foram aderidos as laminulas (12mm) e
fixados em PA 4% durante 10 min a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas trés
vezes com PBS/Triton-x100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.) a 0,01% e
blogueadas com uma solugdo de SFB 10% / BSA 1% por 40 min a temperatura

ambiente. Apds esse periodo, as células foram incubadas com o anticorpo priméario de
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interesse (anti-CD163, anti-LAM, anti-bactéria, anti-IDO) durante 2 h, a temperatura

ambiente.

Em seguida, as células foram lavadas com a solu¢cdo PBS / Triton-x 100 e,
posteriormente, bloqueadas mais uma vez para realizagdo da marcagao do anticorpo
secundério, seguindo o mesmo protocolo indicado inicialmente com o anticorpo
primério. Juntamente com a marcacdo do anticorpo secundario, foi adicionado o DAPI
numa diluicdo de 1:5000. Em seguida, foram lavadas com as solu¢cdes de PBS/Triton-
x100, seguida de PBS e, por fim, 4gua destilada. Apds essas lavagens sequenciais,
as laminas foram montadas para visualiza¢cdo no microscopio Confocal de varredura a
laser LSM 510 META (Zeiss).

4.10 - Coleta e Processamento de Sangue

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas de capas
leucoplaquetarias resultantes de processamento de bolsas de sangue (“Buffy coat”),
cedidas pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (UFRJ) ou de voluntarios sadios. O sangue periférico coletado em tubos
heparinizados foi diluido 1:1 em PBS (Gibco® - Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
EUA) para separagéo das células por gradiente de densidade em Ficoll Hypaque.
Apos centrifugac@o a 2000 rpm (900 xg), por 30 min, a temperatura ambiente, as
células mononucleares foram lavadas duas vezes com PBS (1500 rpm ou 500 xg,
por 10 min, a 4°C) e ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
SFB, L-glutamina a 2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100upg/mL
(Gibco® - Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA). Uma aliquota desta
suspenséo celular foi diluida em azul de Tripan (1:10) e avaliada em camara de

Neubauer, para a estimativa da concentragdo de células viaveis.

4.11 - Cultura de Monécitos por Aderéncia

Apl6s a determinacdo do numero de células em cultura, elas foram
distribuidas em placa de cultura de 24 pogos na concentragdo de 2x10° /mL em meio
completo. Ap6s duas horas, o sobrenadante foi desprezado, juntamente com
algumas células ndo-aderentes, e os pogos que continham células foram lavados
com PBS a 37°C. Em seguida, foi adicionado a cada pogo 1mL de meio completo a

temperatura de 37°C, e a cada um dos pocos foram adicionados ou ndo estimulos,
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como citocalasina B (1uM; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), bactérias (M.
leprae originado de lesdo cutanea do paciente lepromatoso ou gentilmente cedido
pela Dra. Cristina Pessolani do Laboratério de Microbiologia Celular; E. coli e BCG,
também cedidos pela Dra. Cristina Pessolani), anti-IL-10 (a-IL-10) e isotipo (BD
PharMingen, San Diego, CA), hemoglobina (Hb) (1:100), gentilmente cedida pelo Dr.
Flavio Lara e anti-CD163 (a-CD163) e isotipo (Santa Cruz Biotecnology, inc., Santa
Cruz, CA, USA). ApdGs 24h, as células foram soltas da placa com uma solugéo de

PBS/EDTA 0,05mM para a realizagéo da citometria de fluxo.

4.12 — Bloqueio da IL-10 em mondcitos

O bloqueio da IL-10 em mondcitos foi realizado a partir de 1pug/mL do
anticorpo anti- IL-10 humana feito em rato (BD PharMingen, San Diego, USA), 30
minutos antes do estimulo com M. leprae. Para controle da técnica, utilizou-se o

isotipo IgG1 de rato.

4.13 — Bloqueio de CD163 em mondcitos de cultura

Para realizar o bloqueio de CD163 em mondcitos, foram utilizados 20 pg/mL
do anticorpo RM3/1 CD163 (20 pg/mL), assim como o isotipo controle IgG1 (Santa
Cruz Biotecnology, inc., Santa Cruz, CA, USA). Para a realizacdo deste ensaio, as
células foram colocadas inicialmente em contato com o anticorpo, 30 minutos antes

da infecgéo pelo M. leprae.

4.14 - Citometria de Fluxo

Para a analise fenotipica dos macr6fagos e mondcitos em cultura, foi feita a
andlise por citometria de fluxo do percentual de células positivas para CD14, HLA-
DR, CD86, CD163, CD209 e CD206 (R&D Systems®, Mineapolis, MN, EUA). A
andlise foi realizada no cittmetro Cyan (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca)

utilizando o programa Summit v4.3 (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca).

As células foram ressuspensas dos pocos com uma solucdo de PBS-EDTA
(500uM) e transferidas para uma placa de 96 pogos fundo “U” (Becton & Dickinson,
Lincoln Park, NJ, EUA) no volume de 100uL. Em seguida, a placa foi centrifugada (15

xg - por 10 min, 4°C) e o sobrenadante foi desprezado. As células ressuspensas em
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49uL de tampéo para FACS (PBS, soro bovino fetal 1%, azida soédica 0,1%).
Posteriormente, as células foram bloqueadas com solucdo de bloqueio (de soro fetal

bovino 2%, soro normal de cabra em PBS 3%).

Para a marcacéo das células foram utilizados anticorpos de superficie, através
da adicdo de lulL/amostra de anticorpos monoclonais (CD86 — anti-lgG2b, CD14 —
anti-lgG2a, CD163 — anti-lgG1, CD209 — anti-lgG2b e CD206 - anti-IgG1) diretamente
marcados com um fluorocromo FITC, APC e PE. As células foram incubadas a 4°C,
durante 20 a 30 min e, apds este periodo, as células foram lavadas uma vez, em
solugdo tampéo para citometria e, em seguida, fixadas com 100uL de PA a 4%. Apds
estes procedimentos, as células foram transferidas para tubos especificos e
analisadas no aparelho Cyan mediante a utilizagdo do programa Summit v4.3 (Dako

Cytomation, Glostrup, Dinamarca).

4.15 — Dosagem de Heme pelo Método de Derivado Alcalino de Piridina

A dosagem de heme foi realizada a partir de concentragdes conhecidas de
heme padrdo (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) ou dos soros de pacientes e
individuos saudéaveis, que foram solubilizadas em piridina alcalina - Piridina 24% em
NaOH 0,1IN - (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) realizada em capela. A cada
400puL da solugéo de piridina, foram adicionados 100uL de amostra. Em seguida, o
heme foi lido como hemicromo de piridina no espectrofotdmetro 920 (GBC Scientific
Equipment, Hampshire IL, EUA). O espectro de absor¢gédo de heme possui 4 picos, a
banda de soret (400-410 nm), alfa (540 nm), beta (580 nm) e gama (660 nm). Essas
bandas sdo medidas com a solucéo inicial (oxidada) e, apés a leitura na mesma
cubeta, adicionamos 100ug de ditionito de soédio (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), comoagente redutor. Por meio da redug&o do heme, evidenciamos seus
picos. Foi realizada, entdo, uma dedugéo do espectro de absor¢do oxidado, usando
como referéncia o espectro reduzido (190). Estimamos a concentracdo de heme
comparando a intensidade de absorcdo de luz da banda alfa das amostras e da

curva-padrao.
4.16 — Coloracgao Perls-Azul da Prussia

Para evidenciar as deposi¢cdes de ferro nas lesdes de pele de pacientes com

hanseniase, a coloracdo Perls-Azul da Prussia foi realizada. Os cortes dos
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fragmentos de pele dos pacientes com hanseniase que foram processados para
inclusdo em parafina foram desparafinizados, com dois banhos de 5 min em Xilol
P.A. Os cortes (5um) foram, entéo, hidratados, passando por banhos sequenciais de
2 min, em concentragdes decrescentes de etanol (um banho em etanol 100% até

50%), seguidos de um banho em agua destilada.

Ao término da hidratagdo, os cortes foram imersos em uma solucdo de
ferrocianeto de potassio por 30 min a 60°C e, em seguida, lavados com &gua
destilada. Posteriormente, receberam banho de safranina O a 2% em &cido acético

1% durante 2 min.

Ap6s a contracoloragdo, os cortes foram lavados em &acido acético 1%,
desidratados em banhos rapidos com A&lcool 95% e 100%. Os cortes foram
clarificados com trés banhos de 3 min em Xilol P.A. e montados entre lamina e

laminula com Entelan® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

4.17 — ELISA

Com o objetivo de avaliar a secrecdo dos niveis de CD163 soluvel (sCD163)
no soro de controles saudaveis, de pacientes do polo lepromatoso e tuberculoide da
hanseniase, e de TNF, TGFp, IL-10 e IL12p70 no sobrenadante de cultura de
mondcitos de controles saudaveis estimulados com M. leprae, foi realizada a técnica
de ELISA (R&D Systems ou Cayman Chemical, Michigan,EUA), de acordo com as

instrucdes dos fabricantes.

4.18 - Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro- padrdo (SEM). As diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas com base nos testes Mann-
Whitney ou Kruskal Wallis. Os valores com p<0,05 foram considerados significativos.
A andlise foi feita usando GraphPad Prism versdo 3.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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5 - Resultados

5.1- Expresséo de marcadores em lesfes de pele de pacientes com hanseniase

Para investigar o fenétipo das células presentes na lesdo de pele dos
pacientes com hanseniase, alguns marcadores de superficie celular (CD68, CD86,
HLA-DR, CD206, CD209), bem como a expressdo de CD163 e IDO intracelular,
foram estudados, em pacientes tuberculoides (BT, n=6) e lepromatosos (LL, n=10),
por meio das técnicas de imunoperoxidase e imunofluorescéncia.

Nos fragmentos de pele da lesdo de pacientes BT, foi observada a presenca
de um granuloma bem caracteristico, constituido de células epitelioides, com
linfocitos ao redor do granuloma. As lesbes dos pacientes LL apresentavam um
infiltrado de macréfagos e linfocitos dispersos separados da epiderme pela zona
clara (dados ndo mostrados). No intuito de caracterizar o fenétipo das células
presentes nestas lesdes, foram realizadas marcagbes para CD68, CD86, HLA-DR,
CD209 e CD206 (Figura 5.1.1). Nas lesbes de pacientes BT, foram observadas
menos de 50% de células expressando CD68°, CD86", CD209" e CD206"
distribuidas principalmente no centro do granuloma, rodeadas por um manto de
linfocitos (Figura 5.1.1A, C, E, G e |, respectivamente). No entanto, quase todas as
células (>70%) do infiltrado inflamatério dérmico presente nas lesbes dos pacientes
LL que foram CD68" (Figura 1B) também se mostraram positivas para CD86, HLA-
DR, CD209 e CD206 (Figura 5.1.1D, F, H e J, respectivamente).
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Figura 5.1.1 - Expressdo de marcadores celulares nas lesdes de pele de pacientes com hanseniase. As
imagens da primeira coluna representam a distribuicdo dos marcadores CD68 (A), CD86 (C), HLADR (E), CD209
(G) e CD206 (l) nas lesdes de pele de pacientes tuberculoides (BT), enquanto que as da segunda coluna
representam a distribuicdo dos marcadores CD68 (B), CD86 (D), HLADR (F), CD209 (H) e CD206 (J) nas lesdes
de pele de pacientes lepromatosos (LL). Na lesdo dos pacientes BT, foram observadas muitas células CD68",
CD86%, CD209" e CD206" distribuidas principalmente no centro do granuloma, rodeadas por um manto de
linfécitos. Quase todas as células presentes no infiltrado inflamatério dérmico dos pacientes LL que foram CD68"
também se mostraram positivas para CD86, HLA-DR, CD209 e CD206. Fotomicrografias representativas de 6
pacientes BT e 10 pacientes LL. Método de imunoperoxidase e contraste com hematoxilina (barras = 100um).
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Investigamos também a expressao de CD163 e IDO por imunoperoxidase em
lesbes de pele de pacientes BT e LL (Figura 5.1.2). O nimero de células CD163" e
IDO* foi maior nas lesbes de pacientes LL (>50%), em comparagdo aquele
encontrado em cortes de pele de pacientes BT (<5%; Figura 5.1.2), onde foram
identificadas poucas células CD163" e IDO" no granuloma dérmico (Figura 5.1.2).
Nos pacientes LL, a maioria das células presentes no infiltrado celular eram
CD163'IDO" (Figura 5.1.2).

Figura 5.1.2 — Expressao de CD163 e IDO nas lesdes de pele de pacientes com hanseniase. Cortes
congelados de lesdes de pele de pacientes tuberculoides (BT) e lepromatosos (LL), marcados para CD163 (A) e
IDO (B) pelo método de imunoperoxidase contrastada com hematoxilina. Nas lesbes dos pacientes BT,
observamos uma menor quantidade de células CD163" e IDO", localizadas principalmente no centro dos
granulomas, quando comparadas com as lesGes de pele de pacientes LL, nos quais verificamos uma grande
concentracé@o de células positivas para CD163 e IDO em todo infiltrado inflamatério dérmico. As fotomicrografias
séo representativas de 6 pacientes BT e 10 pacientes LL. Barras = 100 um.

Pela técnica de imunofluorescéncia confirmamos a colocalizacdo de CD163 e
IDO nas lesbGes de pele dos pacientes lepromatosos, local onde observamos uma
maior concentracdo dessas células. Os resultados mostraram que cerca de 40% das
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células presentes no infiltrado inflamatdrio dérmico sdo CD163*IDO" (Figura 5.1.3A).
Vale ressaltar que a expressdo de CD163 e IDO pode ser evidenciada no
citoplasma, mas nem sempre aparece colocalizada no interior da célula (detalhes da
Figura 5.1.3A).

Dados recentes do nosso laboratério mostraram que a expressao proteica de
IDO estava aumentada em lesdes de pacientes LL (54). Com o intuito de avaliar se o
perfil da expressdo de CD163 era similar a expressdo de IDO, realizamos a técnica
de Western Blot para CD163, e confirmamos também a alta expressdo desse
marcador na pele de pacientes lepromatosos, em comparagdo com as lesdes de

pacientes tuberculoides (Figura 5.1.3B).
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Figura 5.1.3 — Expressao de CD163 e IDO na pele de pacientes lepromatosos. Em A, por imunofluorescéncia,
evidenciamos a expressdo de CD163 e IDO nas lesdes de pacientes lepromatosos, mostrando que existem células
CD163'IDO", embora nem sempre tenhamos verificado a presenca de ambos os marcadores na mesma regido (detalhe em
A indicado pela seta branca). As imagens foram observadas e obtidas por microscépio de fluorescéncia Colibri (Zeiss). A
imagem mostrada representa 4 pacientes lepromatosos. Marcagdo de IDO em vermelho (Alexa Fluor 568) e marcagdo de
CD163 em verde (Alexa Fluor 488). Os nucleos foram marcados com DAPI (em azul). Escala da barra: 100um. Em B, por
Western Blotting, foi avaliada a expresséo proteica de CD163, e verificamos 0 aumento da expressdo de CD163 em pacientes
lepromatosos em comparagdo com os pacientes tuberculoides. Foram avaliados extratos de leséo cutanea de 4 pacientes LL e
4 pacientes BT, e as bandas representativas foram apresentadas. A andlise densitométrica das bandas foi feita, € mostra a
relacdo CD163/Tubulina. A andlise estatistica foi feita, utilizando-se o teste Mann Whitney (*) para o valor p<0,05.
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5.2 - Expressdo génica de CD163, IDO e IL-10 em lesdes cutaneas da

hanseniase

Apoés ter sido observado um grande numero de células positivas para CD163
e IDO nas lesbes dos pacientes lepromatosos, fomos investigar se a expressao
génica de CD163, IDO, assim como de IL-10, estaria sendo regulada positivamente
nos pacientes lepromatosos (n=5), em comparagdo com 0s pacientes tuberculoides
(n=5). Para proceder & andlise da expresséo génica das lesbes, foi realizado o PCR
em tempo real.

Na figura 5.2.1, a expressdo de CD163 e IL-10 esta significativamente
aumentada (p<0,05) em bidpsias de pacientes lepromatosos, em compara¢cao com
os tuberculoides. Em relagdo a expressao de IDO, observamos um aumento similar
aquele verificado na expressdo de IL-10, embora os dados ndo tenham sido

estatisticamente significativos.
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Figura 5.2.1 — Expressdao génica de CD163, IDO e IL-10 nas lesdes cutdneas de pacientes com
hanseniase. A expressdo de RNAm foi obtida por PCR em tempo real. Na analise, foram estudados pacientes
LL (n=5) e BT (n=5). A andlise estatistica foi feita com o uso de Kruskal-Wallis e do pés-teste Dunn (*) para o
valor p<0,05.
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5.3 - Macréfagos isolados da lesdo de pele sdo CD68" e CD163"/IDO*

Os pacientes tuberculoides, por possuirem um pequeno granuloma contendo
células epitelioides circundadas por linfécitos, tornam o processo de isolamento de
macréfagos mais dificil. Porém, no perfil da lesdo lepromatosa, o denso infiltrado
inflamatorio constituido, em sua maioria, por macréfagos “espumosos” facilita o
isolamento das células da lesdo. A partir do perfil fenotipico determinado pela
imunoperoxidase em lesfes de pacientes lepromatosos, fomos avaliar as
caracteristicas das células isoladas do infiltrado inflamatério (ex vivo). Observamos
que as células obtidas da lesdo de pacientes lepromatosos eram CD68" no 6° dia de

cultura pela técnica da imunofluorescéncia celular (Figura 5.3.1).

LL M@ 6days

Figura 5.3.1 — Macréfagos CD68" no 6° dia em cultura. No 6° dia de cultura, os macréfagos foram marcados
utilizando-se Alexa Fluor 633% (vermelho) e o ntcleo corado com DAPI (azul). Imagem representando um Gnico
experimento. As imagens foram observadas e obtidas por microscopio de fluorescéncia Colibri (Zeiss). Escala da
barra: 100pm.

Ainda no 6° dia de cultura de macrofagos isolados da pele de pacientes
lepromatosos, fomos avaliar, a partir da imunofluorescéncia, a expresséo de CD163
e IDO (Figura 5.3.2). Verificamos que cerca de 40% das células IDO* expressavam
CD163. No inserto da Figura 6, verificamos que a expressdo de CD163 e IDO esta

localizada no citoplasma, porém observamos que elas hem sempre se colocalizam.
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Estes dados corroboram os achados da imunofluorescéncia da lesdo cutanea de
pacientes lepromatosos, onde as células eram positivas para ambos os marcadores,

em um grande namero de células.

LL M@ 6days

Figura 5.3.2 — Coexpressao de CD163 e IDO em macrofagos da lesdo de pele de pacientes lepromatosos.
No 6° dia de cultura, os macréfagos foram marcados utilizando-se Alexa Fluor 633°® (vermelho) para CD163,
Alexa Fluor 532° (verde) para IDO e o nlcleo com DAPI (azul). Alguns macréfagos coexpressam CD163 e IDO
no citoplasma (setas brancas). Imagem representativa de 3 experimentos. As imagens foram observadas e
obtidas por microscépio de fluorescéncia Colibri (Zeiss). Escala da barra: 100pm.

5.4 - Macr6fagos de lesdo cutédnea de pacientes lepromatosos tém expressao

reduzida de marcadores

A partir dos dados obtidos pela imunofluorescéncia, fomos investigar a forma
como a célula se comportava em cultura, por meio da avaliacdo de alguns
marcadores de superficie dos macrofagos. Para investigar a expressdo desses
marcadores de superficie nas células isoladas da lesdo cutdnea dos pacientes
lepromatosos, foi realizada a técnica citometria de fluxo.

Verificamos que, durante o periodo de cultura, houve uma reducdo da
expressao dos marcadores CD86 (22,12 + 0,33 no 1° dia de cultura e no 6° dia 10,29
+ 1,04), HLA-DR (32,05 + 0,94 no 1° em relagéo ao 6°, 5,3 + 0,85), CD14 (63,35 +
0,44 no 1° dia e no 6°, 8,88 + 0,36), CD163 (20,01 + 0,17 no 1° em relagcdo ao 6°,
4,80 + 0,66) e CD209 (50,22 + 0,66 no 1° dia e no 6°, 2,13 + 0,93; Figura 5.4.1A, B,
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C, E e F, respectivamente), sem diferengas estatisticas. Observamos ainda, pouca
alteracdo em relagéo a expressdo de CD206 (2,66 + 0,17 no 1° dia e no 6°, 2,88 +

0,51; Figura 5.4.1D), sem diferenca estatistica.
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Figura 5.4.1 — Expressao de marcadores de superficie em macrofagos isolados da lesdo de pele de
pacientes lepromatosos. Por citometria de fluxo, foi detectado o percentual de células positivas durante o
periodo de cultura (1° ao 6° dia). Em A, CD86 (Dia 1 — n=5 - Dia 6 — n=3); B, HLA-DR (Dia 1 — n=5 - Dia 6 —
n=3); C, CD14 (Dia 1 — n=6 - Dia 6 — n=3); D, CD206 (Dia 1 — n=6 - Dia 6 — n=3); E, CD163 (Dia 1 — n=6 - Dia 6 —
n=3) e F, CD209 (Dia 1 — n=4 - Dia 6 — n=3).

5.5 - Macrofagos de pele em cultura liberam M. leprae

Conforme observado anteriormente, a expressdo de marcadores de superficie
nos macroéfagos isolados da pele foi reduzida ao longo do periodo de cultura. Esse
perfil de reducéo de expressdo de marcadores pode estar relacionado a fixagdo das
células a cultura. A partir do sobrenadante das culturas, pela contagem de bacilos
pelo método AFB, observou-se o aumento (do 1° para o 3° dia de cultura) de M.
leprae (bactéria/mL) nos sobrenadantes das culturas de macrofagos (Figura 5.5.1).

Apesar da liberacdo de bactérias no sobrenadante das culturas, o percentual
de morte celular do 1° para o 3° dia de cultura foi de, aproximadamente, 4% (dados

ndo mostrados). Esses dados sugerem que a perda do M. leprae ndo parece estar
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relacionada a morte celular, mas sim a alteragdo do perfil imunolégico dessas

células em cultura.
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Figura 5.5.1 — Contagem de M. leprae no sobrenadante de cultura de macrofagos isolados de lesdes de
pele de pacientes lepromatosos. Pelo método AFB, foi obtida a contagem de bactérias alcool-acido
resistentes. No dia 1, n=4 e no dia 3, n=4. A andlise estatistica foi feita utilizando-se o teste Mann Whitney (*)

para o valor p<0,05.

5.6 - Andlise da expressdo génica de CD163, IDO e IL-10 em macrdfagos
isolados da pele

Para investigar a expressdo génica de CD163, IL-10 e IDO em macrofagos
isolados da les&o cutéanea de pacientes lepromatosos, foi realizado o PCR em tempo
real. Observamos uma reducéo da expressdo de CD163 do 1° dia de cultura (média
do numero de copias relativas: 0,13 + 0,014), quando comparada com ao 6° dia,
0,04 + 0,005; Figura 5.6.1A). Dados da literatura mostram que pacientes
lepromatosos expressam altos niveis de moléculas anti-inflamatérias, como a IL-10,
por exemplo. A partir destes dados, fomos avaliar a expresséo génica desta citocina.
Houve uma reducéo dos niveis de IL-10 no 1° dia, (0,113 + 0,035), em comparagao
ao 6° (0,04 + 0,007; p<0,05; Figura 5.6.1B). Além da deteccdo de IDO nas culturas
de macrofago, também foi avaliado se o inibidor de IDO, o 1MT, produziria algum
efeito sobre os macrofagos em cultura. No 1° dia de cultura, observamos altos niveis
de IDO nestas células (0,41 + 0,001); porém, com o acréscimo do 1MT, estes niveis
foram reduzidos (0,058 + 0,002; p<0,05). No 3° dia de cultura, os niveis deste gene
estavam mais reduzidos (0,01 + 0,004) em relagdo aqueles encontrados no 1° dia
(p<0,001; Figura 5.6.1C).
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Figura 5.6.1 — Expressédo génica de CD163, IL-10 e IDO de macro6fagos isolados de pele durante o periodo
de cultura. Por PCR em tempo real, foi verificada a expressao génica de CD163 — dia 1, n=7 e dia 6, n=5 (A). IL-
10 — dia 1, n=8; dia 6, n=5 - (B) e IDO - dial, n=7; dia 1+1MT, n=6; dia3, n=5 (C). Foram realizados o teste
Mann-Whitney e Kruskal Wallis, juntamente com o pds-teste de Dunn * (p<0,05), *** (p<0,001).

5.7 - Expressdo de CD163 em mondcitos estimulados com M. leprae e outras

bactérias

Dados da literatura j& mostraram que CD163 pode ser induzido por E. coli e
S. mutans (200). Quando os mondcitos foram estimulados com M. leprae, houve um
aumento na expressao de CD163, quando comparado com as outras bactérias, E.
colie BCG (Figura 5.7.1).
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Figura 5.7.1 — M. leprae induz mais CD163 quando comparado as outras bactérias. Mondcitos de individuos
saudaveis foram colocados em cultura durante 24h, na presenca do ML (n=4), E. coli (n=4) ou BCG (n=4), vivos,
ou ainda sem estimulo. O MOI utilizado foi de 5:1. O teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis, e o pos-teste de
Dunn. (*) tem o valor p<0,05.

5.8 - Andlise da expressédo de CD163, IDO e CD209 em mondécitos estimulados

com M. leprae em diferentes MOI

Com o objetivo de investigar a expressdo de CD163, IDO e CD209 em
mondcitos de individuos sadios, as células isoladas foram infectadas com M. leprae
vivo (MLV) e também foram estimuladas com M. leprae morto (MLM) durante 24h. A
infeccdo foi realizada utilizando-se diferentes multiplicidades de infec¢cdo (MOI),
como 2,5; 5 e 10 bactérias por célula (Figura 5.8.1).

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica na infeccéo
pelo ML morto ou vivo, apesar dos diferentes MOIs, embora concentragbes maiores
de bactérias tenham promovido uma expressdo mais alta de CD163, IDO e CD209
nestes mondcitos (Figura 5.8.1A e 5.8.1B). Embora o ML, tanto morto quanto vivo,
induza CD163, o percentual de células positivas para CD163/ML vivo foi maior
quando comparado com ML morto (figura 5.8.1C). Os mondcitos em cultura,
estimulados com ML morto, secretaram mais TNF, TGF-B e IL-10 quando
comparados as células ndo-estimuladas (N.E.). Em relacdo a secrecéo de IL-12p70,
ndo houve alteracdo nos dois grupos de individuos (N.E. e células estimuladas pelo
ML; Figura 5.8.1D).
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Figura 5.8.1 - ML induz a expresséo e a secre¢cdo de moléculas. ApGs 24h de cultura de mondcitos de
individuos controle, as células foram infectadas com diferentes MOI (2,5; 5 e 10) de M. leprae por célula. O
percentual de células positivas para a infeccdo com ML morto (A), ou ML vivo (B), foi demonstrado como média +
SEM (n=5). Em C, foram mostrados os percentuais de células CD163/M.leprae positivas (N.E. — n=3, MLM — n=3
e MLV — n=3) e, em D, a secrec¢do de citocinas cultura de células infectadas com ML morto (MOI- 10). Os
resultados foram expressos como média + SEM de 5 experimentos em duplicata. Os testes estatisticos utilizados
foram Kruskal Wallis e o pés-teste de Dunn. (*) para o valor p<0,05.

5.9 - A analise da expressédo de CD163 no bloqueio da fagocitose do M. leprae

Para avaliar a expressdo de CD163 em mondcitos de individuos-sadios
tratados com citocalasina B (Cit-B), apds 30 minutos as células foram infectadas
com M. leprae durante 24h. Os mondcitos foram retirados dos pocos e a expressao
de CD163 foi avaliada por citometria de fluxo. O percentual de células CD163
positivas foi significativamente reduzido em mondcitos tratados com Cit-B infectados
com M. leprae, em relacdo as células apenas infectadas com M. leprae. A partir
destes dados, observa-se que a expressdo de CD163 também é dependente da
fagocitose do M. leprae (Figura 5.9.1).
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Figura 5.9.1 — O bloqueio da fagocitose reduz a expressdo de CD163. Mondcitos de individuos-saudaveis
foram infectados com ML (5:1) e/ou na presenga de citocalasina B (Cit-B) (N.E. — n=8, ML — n=4, Cit-B —n=3 e
Cit-B+ML — n=3). Os dados foram obtidos a partir da citometria de fluxo. Para este experimento foram realizados

o tese estatistico Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn. (**) para o valor de p<0,01 e (*) para o valor de p<0,05.

5.10 - O efeito do bloqueio do CD163 e a influéncia da hemoglobina sobre a
associacdo mondcito-M. leprae

Considerando que, por meio do bloqueio da fagocitose, a expressao de
CD163 é reduzida, fomos investigar se bloqueio do CD163 poderia influenciar na
captura do M. leprae pelos mondcitos de individuos saudaveis. Pela presenca do
anticorpo anti-CD163 (a-CD163), 30 minutos antes da infec¢do, os mondcitos de
individuos-sadios foram estimulados com M. leprae. Apés 24h de cultura, os
mondcitos foram retirados da cultura e, em seguida, foi realizada uma citometria de
fluxo. O percentual de associagdo do M. leprae com o monécito foi
significativamente reduzido (p<0,05), quando da adicdo de «-CD163 a cultura
(Figura 5.10.1A). Porém, nas células estimuladas com M. leprae, assim como em
presenca do isotipo controle (IgG1), a expressédo de CD163 estava aumentada.

Como o CD163 parece ser uma das vias de entrada do M. leprae no monécito
e considerando-se que, além disso, é atribuida a este receptor a captacdo de
hemoglobina (Hb) circulante, fomos investigar se a presenga de Hb na cultura de
mondcitos aderidos poderia alterar a fagocitose do M. leprae. Para investigar a
relacdo Hb e M. leprae, mondcitos humanos foram colocados em cultura na

presenca ou auséncia de Hb. Apdés 30 minutos, adicionamos a cultura M. leprae

(5:1) vivo (MLV) ou morto (MLM). Depois de 24h avaliamos a internalizagdo do M.
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leprae nestas células. Na presenca de Hb houve menor internalizacao do M. leprae
guando comparado a auséncia de Hb (Figura 5.10.1B, C e D).
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Figura 5.10.1 — O bloqueio do CD163 e a presenca de Hb na cultura reduzem a associac¢do célula-bactéria.
Em A, mondcitos de individuos-saudaveis infectados com ML (5:1) e/ou na presenga do isotipo (IgG1) e do o-
CD163. Os dados foram obtidos a partir da citometria de fluxo, por meio de duas triplicatas. Em B, na presenca
de MLM ou MLV, foi adicionada hemoglobina (Hb), e a expressao de CD163 foi avaliada por citometria de fluxo.
Em C e D, “overlay” dos valores de mediana, do MLM e MLV, respectivamente, mostrando que a presenca da Hb
reduz a associacdo do M. leprae ao mondcito. Foram realizados os testes estatisticos Kruskal-Wallis e o pés-
teste de Dunn. (**) para o valor de p<0,01 e (*) para o valor de p<0,05.
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5.11 - O papel modulador da IL-10 em relagcdo ao CD163 em mondcitos e a

secrecao de sCD163 e heme no soro

Para avaliar o papel da IL-10 na modulagdo do CD163, mondcitos foram
colocados em contato com o anticorpo anti-IL-10 (a-IL-10), assim como o isotipo-
controle (IgG1)e ap6s 30 minutos, as células foram estimuladas com M. leprae (5:1).
Apo6s 24h de cultura, as mesmas foram retiradas dos pogos e, por citometria de
fluxo, foi estimado o percentual de células CD163 positivas. Os dados mostram que
a expresséo de CD163 foi reduzida quando adicionamos a o-IL-10 juntamente com o

M. leprae (p<0,05) a cultura de células (Figura 5.11.1).

*k%*

10.0-

7.5

5.04

% CD163

2.54

0.0-

Figura 5.11.1 — O bloqueio de IL-10 reduz a expressao de CD163. Mondcitos de individuos- controle foram
infectados com ML (5:1) e/ou colocados em contato com a-IL-10 e seu isotipo controle (IgG1). Os dados foram
obtidos a partir da citometria de fluxo (N.E. — n=8, ML - n=4, o-IL10 — n=4, a-IL-10+ML — n=5, IgG1 — n=4 e
IlgG1+ML — n=4). Para este experimento, foram realizados os testes estatisticos Kruskal-Wallis e o pos-teste de
Dunn. (***) para o valor de p<0,001 e (*) para o valor de p<0,05.

O perfil anti-inflamatério induzido pela IL-10 é fundamental para a expresséo
de CD163. Apesar desse perfil, pode haver uma clivagem do CD163 de membrana,
tornando-o soluvel no soro. Além disso, a presenca de heme pode ser utilizada
como fonte de ferro para a bactéria ou, ainda, funcionar como um fator proé-

inflamatdrio, induzindo a secrecédo de TNF pelos macrofagos.
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Com o objetivo de avaliar a secre¢éo IL-10, CD163 soluvel (sCD163) e heme
no soro de individuos saudaveis, de pacientes lepromatosos e tuberculoides,
realizamos a técnica de ELISA e o método derivado alcalino de pirimidina,
respectivamente. Os niveis de IL-10 no soro estavam aumentados nos pacientes
lepromatosos, quando comparados aos dos pacientes tuberculoides e dos individuos
saudaveis (p<0,01; Figura 5.11.2A). Os niveis de sCD163 foram maiores em
pacientes lepromatosos, quando comparados com os dos individuos-saudaveis
(p<0,001) e pacientes tuberculoides (Figura 5.11.2A). Um perfil similar foi observado
em relacao a presenca de heme no soro de pacientes lepromatosos em comparacao
aos individuos-sadios (p<0,001) e aos pacientes tuberculoides (p<0,01; Figura
5.11.2B).
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Figura 5.11.2 — Niveis séricos de sCD163 e heme no soro. Em A, os niveis de IL-10 estavam aumentados em
pacientes lepromatosos (LL, n=22), quando comparados aos pacientes tuberculdides (BT, n=22) e controles
saudaveis (n=14). Em B, sCD163 estdo aumentados nos pacientes LL (n=4), contrariamente ao observado nos
controles saudaveis (C.S. — n=4) e BT (n=4). Em C, um perfil similar foi observado em relacdo a secrecdo de
heme. Pacientes LL possuem niveis elevados de heme em comparacédo ao outros grupos de individuos. Os
dados séo resultado de duplicatas ou triplicatas de cada amostra dos grupos. Para este experimento, foram
realizados os testes estatisticos Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn. (***) para o valor de p<0,001 e (**) p<0,01.
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5.12 - A expressdao de ferro na lesdo cutanea de pacientes lepromatosos

Para investigar os niveis de ferro nas lesdes dos pacientes lepromatosos e
tuberculoides, realizamos a técnica de coloracdo Perls - Azul da Prussia. A reacao
ocorre com o tratamento dos cortes histolégicos em solucdes acidas de ferrocianeto.
Qualquer ion férrico no tecido combina-se com o ferrocianeto e resulta na formacéo
de um pigmento azul brilhante chamado “azul da Prussia” ou ferrocianeto férrico. O
depdsito de ferro foi correlacionado a presenca dos bacilos nas lesdes, identificados
pela coloragdo de Wade em pacientes lepromatosos (Figura 5.12.1A). Muitos
depositos de ferro foram detectados nas lesdes dos pacientes LL, tendo sido
localizados principalmente nos macréfagos vacuolados (Figura 5.12.1B), onde
também observamos uma grande quantidade de bacilos. Contrariamente aos
pacientes lepromatosos, as lesées dos pacientes tuberculoides apresentaram raros
depositos de ferro ou a auséncia destes (Figura 16C), o que podemos associar ao
pequeno numero de células infectadas pelo M. leprae (dados ndo mostrados).

Figura 5.12.1 — Niveis de ferro nas lesGes de pacientes com hanseniase. Em A, ha uma grande quantidade
de bacilos (coloragédo rosea), visualizados pela coloracéo de Wade. Em B, pela coloracéo Perls-Azul da Prussia,
evidenciamos os depdsitos de ferro (colorag@o azul brilhante) na lesdo de pele de paciente lepromatoso. Os
depositos de ferro se localizam preferencialmente nos macréfagos vacuolados (detalhe da figura B — 100x). Em
C, no granuloma do paciente tuberculoide nao foi observada qualquer deposi¢céo de ferro nas células epitelioides.
As imagens sé&o representativas de 9 pacientes lepromatosos e de 6 pacientes tuberculoides. Escala das barras:
20pm.
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6 — Discussao

Com descoberta dos macrofagos por Metschnikoff, foi a eles associada a
ideia de que estas células eram capazes de endocitar patdgenos e destrui-los. Os
macrofagos estdo presentes em todos os tecidos e, de acordo com o ambiente, as
células terdo fungbes especificas. De certa maneira, tanto a imunidade inata como a
adquirida podem levar o macrofago a ser mais suscetivel a infec¢cdes patogénicas e
menos preparado para produzir citocinas que aumentem a resposta imune (84).
Neste estudo, confirmamos antigas descricfes sobre o predominio de macréfagos
espumosos nas lesdes lepromatosas.

A hanseniase é uma doencga especialmente interessante para investigar as
polariza¢gdes dos macrofagos, vez que se manifesta como um espectro de diferentes
formas clinicas, partindo de uma forma na qual o paciente apresenta a imunidade
celular contra o M. leprae, até a forma onde os pacientes apresentam anergia
antigeno-especifica. Recentemente, foi descrito que IL-15 e IL-10 sdo capazes de
induzir diferentes fendtipos em células de pacientes com hanseniase. IL-15 esté
associada com a resposta antimicrobiana pela indugéo da vitamina D, enquanto IL-
10 esta associada ao aumento da expressdo de receptores “scavenger”, lipideos
oxidados e alta fagocitose (79). Estes fendtipos descritos in vitro também s&o
observados nas lesdes de pacientes com hanseniase, além da expressdo de
receptores “scavenger”, incluindo o CD163 nas lesdes lepromatosas (79, 191).

Os lipidios constituem uma importante fonte nutricional para a persisténcia
bacteriana no hospedeiro (192), sendo comum a acumulagdo de corpusculos
lipidicos nas les6es lepromatosas, como descrito por Mattos e colaboradores [2010
(193)]. A formagéo destes corpusculos independe da viabilidade do M. leprae, o que
sugere que a bactéria desenvolva um papel passivo na sua formagéo, sistema onde
as células hospedeiras deveriam ser a o fator ativo (193). Nossos dados mostraram
que as células da lesdo lepromatosa possuem um fenétipo de ativacdo alternativa,
com alta expressdo SRA-I (dados ndo mostrados). Nas lesdes cutaneas destes
pacientes, ha uma maior expressdo de CD86, CD209, CD206, HLA-DR, CD163,
assim como de IDO. Estes dados corroboram a literatura que mostra, da mesma
forma, um aumento na expressdo de CD86 e HLA-DR (54). Apesar de Krutzik e
colaboradores [2005 (68)], mostrarem expressao similar de CD209 no espectro
clinico da hanseniase, Soilleux e colaboradores [2006 (67)] mostraram que

pacientes lepromatosos possuiam a expressdo elevada deste marcador, 0 que se
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coaduna com os dados obtidos em nosso trabalho. O aumento da expressao de
CD163 na lesédo de pele de pacientes lepromatosos também foi evidenciado por
Montoya e colaboradores [2009 (79)], em comparacdo as lesdes de pacientes
tuberculoides.

O CD163 também vem sendo identificado como uma proteina solivel no
sobrenadante de células e no plasma humano (177, 181). O CD163 soluvel
(sCD163) é liberado a partir de mondcitos em resposta a sinalizagéo de TLR, uma
resposta aguda do sistema imune inato a infeccbes por patdégenos extracelulares
(187). Além disso, estudos anteriores descreveram que o0s niveis de CD163 no
plasma se correlacionam inversamente com a expressdo de CD163 em mondcitos
do sangue, sugerindo que, em condi¢cBes fisiopatoldgicas, os mondcitos sejam a
maior fonte de sCD163 (194). No contexto da inflamacdo, o sCD163 pode ser
considerado como um marcador circulante substituto do TNF, eliminado pelos
macrofagos.

Elevados niveis de sCD163 tém sido descrito na sepse, pneumonia e
leismaniose (183, 185). Os niveis de CD163 no sangue total de pacientes
lepromatosos e tuberculoides séo similares (dados ndo mostrados), porém, no soro
de pacientes lepromatosos, os niveis de sCD163 sdo elevados em comparacao aos
pacientes tuberculoides e individuos saudaveis, sugerindo que o sCD163 néo seja
necessariamente proveniente dos monécitos. Nao podemos excluir a possibilidade
de macrofagos tissulares resistentes serem a fonte de sCD163; porém, € possivel
gue os pacientes lepromatosos liberem antigenos por meio de danos celulares, e
que a ruptura no tecido possa levar ao fluxo sanguineo e estimule o TLR da
superficie, acarretando um aumento da clivagem do CD163 no mondcito do sangue
de pacientes lepromatosos. Alguns trabalhos mostraram que os ligantes de TLR
induzem a clivagem do CD163 de membrana (173). Segundo Etzerodt e
colaboradores [2010 (195)], ADAM17 induz a secregdo de sCD163 e TNF em
macroéfagos; sendo assim, outra possibilidade consiste no aumento da atividade de
TACE/ADAM17 nos lepromatosos. O aumento de sCD163 no soro dos lepromatosos
se correlaciona com os niveis de IL-10, TNF e a atividade de IDO (54; dados nao
mostrados). Dados anteriores descreveram que a IL-10 é capaz de induzir CD163
(174); porém, nosso trabalho é o primeiro a mostrar a correlacdo positiva entre IDO e
CD163 numa resposta anti-inflamatoria.

Recentemente, nosso grupo comprovou que a expressao de IDO estava

aumentada nas lesdes lepromatosas, em comparacgéo as lesdes tuberculoides (54).

70



A IDO é uma enzima intracelular expressa por células apresentadoras de antigeno
que sdo reguladas a partir de um complexo de sinais imunoldgicos, e sua funcéo
principal é promover a degradacdo do amino4cido essencial, o &cido triptofano em
quinurenina. Consequentemente, isto resulta na supressdo da atividade das
linfocitos T por “starvation”, assim como no decréscimo na concentracdo do
triptofano no microambiente (196, 197, 198). Neste trabalho, mostramos que
macrofagos isolados da pele dos pacientes lepromatosos sdo, em sua maioria,
CD68" apds 6 dias de cultura e, além disso, sdo positivos para CD163 e IDO. Estas
células tém a capacidade de se replicar in vitro (dados ndo mostrados), o que sugere
que a inflamacao tecidual na hanseniase ocorra pelo mecanismo dependente da
proliferacdo de macréfagos residentes, como descrito em infecgBes por helmintos
(199).

A analise da expressdo génica de CD163, assim como de IDO e IL-10 ,esta
aumentada nos pacientes LL, quando comparada aos pacientes BT. Sulahian e
colaboradores [2004 (174)] demonstraram que IL-10 aumenta diretamente a
expressdo génica de CD163. O papel da IL-10 também foi descrita na patogénese
do polo lepromatoso (79); sendo assim, podemos sugerir que esta citocina seja
responsavel pela manutencdo de niveis aumentados nas células dos pacientes
lepromatosos. A expressdo proteica de CD163 também foi avaliada na pele dos
pacientes LL e BT e por “Western Blotting”, tendo sido mostrado que pacientes LL
possuiam niveis elevados de CD163, em comparagdo com os pacientes BT. Além
disso, dados recentes do nosso laboratorio mostraram que a expressédo de IDO na
pele estd aumentada nos pacientes LL (54).

A expressédo e atividade de IDO estdo aumentadas em mondcitos humanos
estimulados pelo M. leprae (54). Neste trabalho, descrevemos que a expresséo do
CD163 é induzida pelo M. leprae em mondcitos humanos, e que esta molécula
contribui para a entrada do M. leprae nas células hospedeiras. O aumento da
expressdo do CD163 induzido pelo M. leprae correlaciona-se positivamente com a
expressdo de IDO e CD209. Além disso, a expressédo de IDO, CD163 e CD209
aumentou em altas concentragbes bacterianas.

O papel do CD163 como um receptor bacteriano foi primeiramente descrito
por Fabriek e colaboradores [2009 (201)], que consideraram o0 reconhecimento
bacteriano e celular uma das func¢des primordiais do dominio “scavenger”. O
bloqueio do CD163, assim como o tratamento com a citocalasina B como inibidor da

polimerizagdo da actina, inibiram parcialmente a captura do M. leprae pelos
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mondcitos. Estes dados sugerem que a expressdo de CD163 seja ativamente
regulada pela maquinaria fagocitica celular.

Recentemente, nosso grupo demonstrou a participagdo do NF-«B na indugéo
de TNFa em resposta ao M. leprae (dados ndo mostrados). Nesse estudo,
mostramos que o M. leprae induz a translocagédo do NF-kB em PBMCs e mondcitos
de individuos saudaveis. Além disso, em nosso trabalho foi observado que o M.
leprae foi capaz de de associar a citocinas pro-inflamatérias (TNF) e anti-
inflamatorias (IL-10 e TGFB) em mondcitos de individuos saudaveis, apos 24h em
cultura. Outros autores demonstraram que a clivagem do CD163 da membrana
aumenta a quantidade de citocinas proé-inflamatérias (173, 175), mas que o M. leprae
ndo foi capaz de induzir significativamente o aumento da clivagem do CD163.
Apesar disso, o M. leprae parece induzir certa variedade de citocinas pro- e anti-
inflamatérias em mondcitos humanos.

A ligagéo entre a expressdo de CD163 e IDO em células lepromatosas ainda
ndo foi completamente elucidada. O IFNy, que induz IDO, aumenta a atividade do
glicogénio quinase sintase — 3 (GSK-3), que se correlaciona com a inibigdo de AP-1,
um importante fator que envolve a indugéo do gene de IL-10 (201). Foi mostrado
também que IFNy suprime a expressdo de CD163, provavelmente mediado pelo
TNF (202, 147). A expressdo aumentada de IDO e sua atividade em macrofagos
lepromatosos parecem exercer um papel duplo. Enquanto os membros da familia
da quinurenina aumentam a diferenciac@o e expansao de células Treg, contribuindo
para a imunossupressao, isto também pode favorecer a morte da micobactéria, que
reduz a disponibilidade do triptofano para o micro-organismo, como mostrado em
outros modelos animais (203, 204). A morte da micobactéria induzida por IDO deve
aumentar o espalhamento antigénico que contribui para a clivagem do CD163 de
membrana em mondcitos lepromatosos. Por outro lado, 0 aumento da expresséo de
CD163 pode elevar a expresséo de IDO, pois dados da literatura demonstraram que
a hemoglobina, reconhecida pelo CD163, induz a expressdo génica e proteica de
IDO em macroéfagos e células dendriticas (150, 205).

O heme é uma excelente fonte de ferro, sendo mais facilmente absorvida em
comparagao com o ferro inorgénico (206). Juntamente com o heme, a homeostase
do ferro € essencial a sobrevivéncia e ao crescimento das micobactérias nos
hospedeiros (207), o que pode explicar os niveis elevados de heme no soro de
pacientes lepromatosos, contrariamente ao que ocorre em individuos saudaveis e

7

pacientes tuberculoides. A homeostase do ferro & essencial para manter a
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sobrevivéncia e o crescimento das micobactérias nos hospedeiros (207). Tanto o M.
tuberculosis quanto o M. leprae produzem bacterioferritina (165, 208), que pode
estar envolvida no controle da homeostase de ferro nesses patdgenos.
Recentemente, foi descrito o estoque da proteina de ferro-ferroxidase fora das
proteinas das superfamilias ferritina, assim como o papel protetor desta proteina
bacteriana do dano do DNA (209).

A aquisicdo de ferro e a prevencgao da geragédo de ROS ferro-dependente séo
eventos essenciais para a multiplicagdo e a sobrevivéncia dos patégenos no
hospedeiro (210, 211). E proposto que as micobactinas, além do ferro capturado na
membrana micobacteriana, possam servir também como um sideréforo extracelular
dentro de macrofagos, por meio da associagdo com vesiculas lipidicas. Luo e
colaboradores [2005 (212)] propuseram que as micobactinas se difundiriam do
fagossoma dentro dos macréfagos, e se associariam ao ferro intracelular, ou
trafegariam até a membrana plasmética para quelar o ferro. Essas micobactinas
carregadas de ferro se acumulam dentro de estoques lipidicos. A observagédo do
acumulo de corpusculos lipidicos nas lesdes de pacientes LL, (193), uma
possibilidade € que o M. leprae se associe as vesiculas lipidicas como um
mecanismo de transferéncia de ferro do hospedeiro para o fagossoma repleto de
bacilo.

Como o CD163 esta relacionado & captura da hemoglobina, podemos
especular que, em células parasitadas, a alta expressdo de CD163 deve funcionar
como um modo de suprimento de ferro, o que poderia refletir algumas diferencas
entre 0s mecanismos de sobrevivéncia utilizados por diversas micobactérias, desde
qgue Hb humanas n&o sejam usadas como fonte de ferro para o M. tuberculosis, mas
sim pelo M. haemophilum (213). J& foi demonstrado que niveis elevados de ferro no
corpo humano podem levar ao aumento de infecgbes, aumentando a mortalidade ou
reduzindo a sobrevivéncia apos a infecgdo pela Chlamydophila pneumoniae, M.
tuberculosis e HIV (214, 215). Estudos anteriores demonstraram que glicocorticoides
polarizam mondcitos em um perfil M2 ativado alternativamente, expressando CD163,
e aumentando a captura de hemoglobina por detoxificagéo (216).

Neste trabalho, verificamos um aumento de estoques de ferro em lesdes
cutdneas de pacientes lepromatosos quando comparadas as leses tuberculoides.
Isto sugere que o CD163 contribua de forma diferente para a patogénese da doenga
no polo lepromatoso. O dano celular causado pela infeccdo pode levar ao

espalhamento de antigenos no sangue, o que pode acarretar a inducdo de CD163
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em mondacitos circulantes. Os altos niveis antigénicos podem gerar o aumento da
clivagem do CD163 membranar, tornando-o soluvel, configurando um mecanismo de
que dispde o sistema imune do hospedeiro para regular a disponibilidade de
hemoglobina passivel de ser utilizada pelos patégenos. Para corroborar nossa
hip6tese, observamos, por microscopia confocal, que, durante a captura de M.
leprae pelos mondcitos, havia um aumento da internalizagdo do CD163 nestas
células (dados ndo mostrados).

Os dados obtidos com esse trabalho sugerem que o CD163 seja uma
molécula-chave em macréfagos de pacientes lepromatosos. Além disso, este
receptor “scavenger” participa do fenétipo anti-inflamatério, por meio do aumento da
captura do M. leprae e do estoque de ferro em vacuolos fagossomais, que

contribuem para a viabilidade e a sobrevivéncia da micobactéria.
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/ — Esquema

Possivel via Anti-inflamatoria dos Macrofagos Lepromatosos

sCD163

e

O CD163, um receptor “scavenger”, presente em macrofagos. Uma vez que o M. leprae é
reconhecido por estas células, hA o aumento da expressdo deste receptor (1). O
reconhecimento do M. leprae pelo CD163 eleva os niveis de TNF, IL-10 e TGF-p (2),
favorecendo a expressao de IDO (3). O reconhecimento da Hb pelo CD163 também
aumenta a expresséo de IDO (4). A reducao dos niveis de triptofano pela IDO contribui para
a morte da bactéria (5). O aumento na morte das micobactérias contribui para o
espalhamente antigénico e ativacdo de TLR pelos componentes do M. leprae, levando a
clivagem do CD163 de membrana (6). O aumento dos niveis dos metabdlitos de quinurenina
induzem a diferenciac@o e a expanséo das Treg, bloqueando a funcéo efetora e contribuindo
para a sustentacdo do perfil anti-inflamatério dos macréfagos leproamtosos (7). O
reconhecimento do complexo HbHp pelo CD163 aumenta a atividade de HO-1 (8). A
degradacdo dos produtos de heme envolve a producdo de Fe*, biliverdina e CO. O
aumento dos niveis de CO contribui para a inibicdo da atividade microbicida (9). A aquisicdo
de Fe** é realizada pela micobactéria que, em associacdo com vesiculas lipidicas (10),
transportam Fe** para o vactolo fagossomal, contribuindo, assim, para a sobrevivéncia e a
manutencdo micobacteriana (11).
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1)

2)

8 — Conclusodes

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que macrdfagos de
pacientes lepromatosos fazem parte de uma subpopulagdo de células,
associada a varios mecanismos anti-inflamatérios desencadeados, em parte,
pelo M. leprae;

Nas lesdes lepromatosas caracteristicas, predominavam macréfagos
expressando CD163, IDO, HLA-DR e CD86 quando comparados a lesdes
tuberculoides;

3) Células isoladas de pacientes LL apresentaram perfil fenotipico de marcagéo

4)

semelhante ao que foi descrito na lesdo, e a expressao génica e proteica de
CD163 nas lesOes cutaneas lepromatosas estavam aumentadas, quando
comparadas as lesdes tuberculoides;

Durante o periodo de cultura de 6 dias dos macréfagos isolados das lesdes
lepromatosas, houve uma reducgéo gradativa da expressao génica de CD163,
IDO e IL-10 e dos receptores de superficie CD163, CD209, HLA-DR, CD86,
CD14, concomitante com a saida de M. leprae destas células;

5) Ao contrario do BCG e da E. coli, o M. leprae foi capaz de induzir uma maior

expressdo de CD163, IDO e CD209 em mondcitos humanos;

6) O bloqueio da fagocitose nos mondcitos ocorreu concomitantemente com a

reducao da expressédo de CD163, fato comprovado pela diminuida associa¢éo
dessas células com o M. leprae;

7) O bloqueio da produgdo de IL-10 por mondcitos de individuos sadios

infectados ou nédo por M. leprae, reduziu a expresséo de CD163;

8) O aumento dos niveis séricos de sCD163, IL-10 e heme nos pacientes

lepromatosos estéa associado a presenca do M. leprae nos tecidos, podendo
contribuir para o aumento dos depdsitos intracelulares de ferro nas células
desses pacientes;
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9) Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que o M. leprae modula o
fenotipo dos macrofagos hospedeiros, criando um ambiente que favoreca sua
entrada e permanéncia no organismo, em processo mediado pelo CD163.
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