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POR CÉLULAS DENDRÍTICAS E SEU ENVOLVIMENTO NA HANSE NÍASE 
 

 RESUMO 
 
 TESE DE DOUTORADO 
 
 Maristela Oliveira Hernandez 
Os receptores da família LILR (Leukocyte Immunoglobulin- like Receptor) pertencem à 
superfamília das imunoglobulinas e são expressos em células de origem mielóide e linfóide. Os 
receptores inibidores (LILRB) apresentam longos domínios citoplasmáticos contendo de 2 a 4 
domínios ITIM e são capazes de inibir ativação celular recrutando proteínas tirosinas fosfatases 
SHP-1. Já os receptores ativadores (LILRA) apresentam curto domínio citoplamático mas após 
associação com a cadeia gama do receptor Fc, que apresenta domínio ITAM, são capazes de 
transduzir sinais estimulatórios às células. Já foi demonstrado que LILRB1 e LILRB2 podem 
inibir a citotoxidade de células NK e aumentar o limite de ativação de linfócitos T. Pouco se sabe 
a respeito da função dos receptores ativadores. No entanto, foi observado que LILRA2 estava com 
a expressão gênica aumentada nas lesões dos pacientes de hanseníase do polo lepromatoso. A 
função deste receptor foi investigada e os possíveis efeitos do Mycobacterium leprae sobre a 
ativação induzida por LILRA2 avaliados. Foram realizados experimentos de “cross-linking” em 
células dendríticas derivadas de monócitos (MDDC). Inicialmente, foi observado que após a 
estimulação através de LILRA2 ocorria aumento no conteúdo de proteínas tirosina fosforiladas, 
sugerindo haver transdução de sinal. Também foi observado que as MDDC estimuladas via 
LILRA2 apresentavam marcadores de ativação celular, como a expressão de CD83, aumento na 
expressão de moléculas co-estimulatórias e do MHC. Foi observado ainda que a ativação de 
LILRA2 não induz a secreção de níveis significativos das citocinas. No entanto, um forte efeito 
sinergístico na secreção de TNF e IL-10 pode ser observado quando as células eram estimuladas 
via LILRA2 e TLR4 ou CD40. Foi observado ainda que após o “cross-linking”, as MDDC 
apresentam forte capacidade aloestimulatória. A presenca de células LILRA2+ CD68+ nas lesões 
dos pacientes lepromatosos foi detectada utilizando microscopia confocal. Nos experimentos 
subseqüentes foi avaliado se o M. leprae ativaria as MDDC e modularia a ativação induzida por 
LILRA2. Inicialmente observamos que as MDDC estimuladas com M. tuberculosis, mas não com 
M. leprae, secretam TNF. Baixas concentrações de IL-10 foram encontradas nas culturas 
estimuladas com M. leprae quando comparadas às culturas estimuladas com M. tuberculosis. E 
ainda, o M. tuberculosis, mas não o M. leprae, teve efeito sinergístico com LILRA2 na produção 
de TNF. Na tentativa de encontrar o ligante deste receptor, foi gerado um tetrâmero e sua ligação 
a diversos tipos celulares foi testada. Interação do tetrâmero com monócitos estimulados com IL-4 
e também MDDC foi detectada. Embora experimentos de imunoprecipitação tenham sido 
realizados, o ligante não foi encontrado. Até o momento, já observamos que a LILRA2 pode 
favorecer a maturação de MDDC, pelo menos in vitro, e contribuir para aumentada produção de 
citocinas. O M. leprae não parece ser um potente ativador das células dendríticas e ainda pode 
limitar a ativação induzida por outros receptores. A elevada expressão de moléculas co-
estimulatórias, a presença de IL-10 e ausência de IL-12 nas MDDC estimuladas com M. leprae ou 
via LILRA2 sugere que estes podem estar envolvidos na indução de tolerância observada nos 
pacientes lepromatosos.  
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POR CÉLULAS DENDRÍTICAS E SEU ENVOLVIMENTO NA HANSE NÍASE. 
 

 ABSTRACT  

 

 TESE DE DOUTORADO 

 

 Maristela Oliveira Hernandez 
LILR (Leukocyte Immunoglobulin- like Receptor) are a family of receptors from the 
immunoglobulin superfamily expressed on myeloid and lymphoid cells. LILR are characterized 
by either 2 or 4 homologous Immunoglobulin-like domais. One subset of receptors, LILRB, 
displays long citoplasmatic tails containing immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs 
(ITIM). These receptors inhibit cell activation by recruiting protein tyrosine phosphatase SHP-1. 
Another subset of receptors, LILRA, contains short cytoplasmatic domain that lack recognizable 
docking motifs for signalling mediators. These receptors associate with the gamma chain of the 
Fc receptor, which transduces stimulatory signals by recruiting protein tyrosine kinases through a 
cytoplasmatic immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM). A third subset of 
receptors has no transmembrane domain and is secreted as a soluble receptor. Some of these 
receptors, LILRB1 and LILRB2, are specific receptors for MHC class I molecules. LILRBs have 
been shown to inhibit cell activation in several experimental systems. Little is know about the 
activating receptors. LILRA2 was found to be up-regulated in lesions of lepromatous leprosy 
patients. In order to clarify whether this receptor might influence the immune response in leprosy, 
the function of this receptor was investigated. Cross-linking of LILRA2 on dendritic cell (DC) 
caused an up-regulation on protein tyrosine phosphorylation, suggesting LILRA2 stimulates 
intracellular signaling. Upon cross-linking, DC express high levels of MHC I and II and co-
stimulatory molecules, but cytokines were not detected on culture supernatant. However, a strong 
synergistic effect on TNF and IL-10 production was observed when cells were simultaneously 
stimulated by LILRA2 and TLR4 or CD40. LILRA2 activated DC also induced allogeneic T 
lymphocytes proliferation. By double immunofluorescence labeling, it was identified that 
LILRA2 is expressed on macrophage-like CD68+cells in lepromatous leprosy skin lesions. The 
capacity of M. leprae to induce DC activation and/or to modulate LILRA2-induced activation was 
further investigated. In functional experiments it was observed that M. tuberculosis but not M. 
leprae stimulated cells induce TNF secretion. IL-10 was detected on M. leprae-stimulated 
cultures, albeit at lower level than that of M. tuberculosis-stimulated cells. M. leprae had no 
synergistic effect on LILRA2 activated cells. To identify LILRA2 ligand, a tetramer was 
generated and it’s binding to different cell types was tested. The tetramer interacted with IL-4 
stimulated monocytes and DC. Although Immunoprecipitation experiments were preformed, the 
ligand was not successfully identified. The data obtained so far indicates that LILRA2 activation 
enhances DC maturation markers expression and cytokine secretion by activated DC. M. leprae is 
not a potent DC activator. The high surface levels of co-stimulatory molecules, the presence of 
IL-10 and absence of IL-12 suggest that DC stimulated by M. leprae or LILRA2 are only partially 
activated and they might contribute to lepromatous leprosy tolerance.  
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1 – Introdução  

 

1.1 – Os receptores LILR (Leukocyte Immunoglobulin- like Receptor) 

Em resposta a infecções, o sistema imune utiliza uma complexa rede de sinais 

provenientes de diversos receptores para direcionar uma resposta imune 

apropriada. Os membros da superfamília das imunoglobulinas têm papel 

fundamental neste processo como receptores de antígenos, moléculas co-

estimulatórias, moléculas de adesão, entre outros. Uma família de receptores, os 

LILRs, começou a ser descrita há duas décadas. Ainda hoje, muito pouco se 

sabe sobre eles.  

 

Alguns membros da família foram inicialmente denominados ILT 

(immunoglobulin Like Transcript) (Samaridis e Colonna, 1997), LIR (Leukocytes 

Immunoglobulin-like Receptor) (Cosman e cols, 1997), MIR (Myeloid Inhibitory 

Receptor) (Wagtmann e cols, 1997) e CD85 (Banham e cols, 1999). Desde 

então, já foram descritos onze destes receptores. Mais recentemente, para 

padronizar a nomenclatura os receptores passaram a ser chamados de LILR. Na 

tabela 1.1 estão listados os receptores até agora identificados, bem como a 

nomenclatura anterior de cada um deles.  

 

Esta família de genes se localiza no braço longo do cromossomo 19 (19q13.2-

q13.4) numa região denominada LRC (leukocyte receptor cluster) (Wende e cols, 

1999). Nesta região são encontrados 29 genes que codificam receptores da 

família das imunoglobulinas, incluindo LILR, KIR, LAIR, FcαR, NKp46. Wende e 

colaboradores (2000) descreveram que a relação estrutural e funcional entre os 

genes presentes no LRC sugere que eles descendem de um ancestral comum. A 

existência dos dois agrupamentos LILR, com orientação transcripcional opostas, 

flanqueados pelos receptores LAIR, é um indicador da ocorrência de uma 

duplicação e  inversão do ancestral LILR/LAIR (Figura 1.1). 
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Os receptores LILR apresentam 2 ou 4 domínios “imunoglobulina-like” (Colonna 

e cols, 2000) e são classificados por suas diferentes regiões transmembranas e 

citoplasmáticas. Nesta família são encontrados receptores ativadores (LILRA), 

receptores inibidores (LILRB) e também receptores que não apresentam domínio 

citoplasmático e devem ser secretados como receptores solúveis (Colonna e 

cols, 1999) (Figura 1.2). 

 

 
Tabela 1.1 – Nomenclatura oficial dos receptores da  família LILR.  

 

Todos os receptores da família descritos até agora estão listados juntamente com os nomes 
previamente atribuídos a cada um deles. LILRA- Receptores ativadores da família LILR. LILRB – 
Receptores inibidores da família LILR. LILRP – Pseudogenes da família LILR. 
* Número de acesso no GeneBank. 
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/lilr.php 

Nomenclatura 
Atual 

Nomenclaturas  
Anteriores 

Número de 
Acesso* 

LILRA1 LIR-6, CD85i, LIR6 AF025530 

LILRA2 LIR-7, ILT1, CD85h, LIR7 U82275 

LILRA3 LIR-4, HM43, ILT6, HM31, LIR4, 
CD85e U91926 

LILRA4 ILT7, CD85g AF041261 

LILRA5 ILT11, LIR9, CD85, CD85f AF212842 

LILRA6 ILT8, CD85b AF041262 

LILRB1 LIR-1, ILT2, MIR-7, CD85, LIR1, 
CD85j AF009220 

LILRB2 LIR-2, ILT4, MIR-10, LIR2, 
CD85d, MIR10 AF000574 

LILRB3 LIR-3, HL9, ILT5, LIR3, CD85a U91928 

LILRB4 LIR-5, ILT3, HM18, LIR5, CD85k U82979 

LILRB5 LIR-8, LIR8, CD85c AF025534 

LILRP1 ILT9, CD85l, LILRA6P AF072102 

LILRP2 ILT10, CD85m AF072100 
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Figura 1.1 – Representação esquemática da organização genômica do LRC (Leukocyte 
Receptor Cluster). Cent. – centrômero; tel – telômero. As setas azuis indicam o sentido de 
transcrição dos 2 grupamentos LILR/LAIR. (Figura adaptada de Brown e cols, 2004) 

 

 

 

 

O grupo de receptores ativadores, LILRA, contem um curto domínio 

citoplasmático que não parece induzir transdução de sinal. No entanto, estes 

receptores contêm uma arginina carregada positivamente na região 

transmembrana que possibilita a associação destes receptores com FcRγ (a 

cadeia gama dos receptores Fc, responsável pela transdução de sinal) 

(Nakajima e cols, 1999) e esta por sua vez é capaz de recrutar proteínas tirosina 

quinase através do domínio ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif).  

 

O domínio ITAM foi inicialmente descrito como uma seqüência na parte 

citoplasmática das cadeias sinalizadoras associadas a receptores antigênicos 

TCR, BCR e FcR (Reth, 1989). Atualmente, já foi identificado que o motivo 

YxxL/Ix6-8YxxL/I (onde x representa qualquer aminoácido) também é encontrado 

em alguns receptores como Dectin-1 (Brown GD e cols, 2003) e nas moléculas 

adaptadoras FcRγ e também DAP12, sendo crítico para ativar a transdução de 

sinal (Humphrey e cols, 2005).  

DAP12
DAP10

CD66

NKG7

LIL
Rs

LAIR
s

LIL
Rs

KIR
s

Fc
α
R

GPVI

Fc
GRT

NKp46

LRC
Genes relacionados

ao LRC

Cromossomo 19q13.4

Cent. Tel.

DAP12
DAP10

CD66

NKG7

LIL
Rs

LAIR
s

LIL
Rs

KIR
s

Fc
α
R

GPVI

Fc
GRT

NKp46

LRC
Genes relacionados

ao LRC

Cromossomo 19q13.4

Cent. Tel.



  Introdução 

 4 

Após a estimulação, os resíduos de tirosina dos ITAM são fosforilados por 

quinases da família Src, permitindo o ancoramento de proteínas contendo o 

domínio SH2 (Src homology 2), como Syk ou então ZAP-70. A transdução de 

sinal leva então a ativação da fosfolipase Cγ, proteína quinase c, MAPK 

(mitogen-activated protein kinase), NF-κB, entre outros. Estas proteínas 

adaptadoras estão presente em diversos tipos celulares envolvidos na resposta 

imune inata, adaptativa e também em células não imunes (Fodor e cols, 2006).  

 

Os receptores inibidores, LILRB, apresentam longos domínios citoplamáticos 

contendo motivos ITIM e inibem a ativação celular recrutando proteínas tirosina 

fosfatase.  

 

Os domínios ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) são definidos 

por uma seqüência (I/V/L/S)xYxx(L/V) e ligam proteínas tirosinas fosfatases 

SHP-1, SHP-2 ou SHIP (Vely e Vivier, 1997) (Ravetch e Lanier, 2000). Estas 

fosfatases defosforilam proteínas ou lipídios, reduzindo a ativação celular. O 

balanço entre os sinais ativadores e inibidores pode determinar o nível de 

resposta do sistema imune. 

 

É importante ressaltar que mais recentemente, foi demonstrado que receptores 

contendo domínios ITAM também podem transduzir sinais inibidores. Hamerman 

e cols (2005) observaram que o adaptador DAP12 inibia a resposta de 

macrófagos em resposta a TLR. Os camundongos DAP12-/- produziram maiores 

quantidades de citocinas pro-inflamatórias em resposta a uma variedade de 

estímulos patogênicos. Isto sugere que nos macrófagos selvagens o sinal 

proveniente de DAP12 é importante para limitar a produção de citocinas 

induzidas pelos TLR. De forma semelhante, Pasquier e cols (2005) descreveram 

que FcαRI (a cadeia responsável pela sinalização dos receptores para IgA) inibiu 

fagocitose mediada por IgG em macrófagos e a degranulação de mastócitos 

mediada pela IgE. Nos dois estudos, a atividade inibitória dos receptores foi 

mediada pelos resíduos de tirosina nos ITAM.  
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Figura 1.2 – Diagrama esquemático da família LILR. Os membros desta família contêm 2 ou 4 
domínios “Ig-like” e são classificados de acordo com sua região transmembrana e citoplasmática. 
Os receptores inibidores apresentam longos domínios citoplasmáticos contendo de 2 a 4 domínios 
ITIM. Estes são capazes de inibir ativação celular recrutando proteínas tirosinas fosfatases SHP-1. 
Já os receptores ativadores apresentam curto domínio citoplamático sem nenhum sítio de ligação 
de moléculas envolvidas na transdução de sinal. No entanto, a presença de um resíduo arginina 
na regiao transmembrana possibilita a associação com a cadeia gamma do receptor Fc que 
apresenta domínios ITAM, capazes de transduzir sinais estimulatórios as células. Um terceiro 
subgrupo não apresenta domínio transmembrana e os receptores devem ser encontrados como 
receptores solúveis. (Figura adaptada de Borges e Cosman, 2000) 
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1.2 – Distribuição Celular dos LILR 

Os receptores desta família são expressos em células de origem mielóide e 

linfóide. O padrão de expressão dos LILR foi determinado usando anticorpos 

monoclonais ou RT-PCR (Colonna e cols, 2000). Todos os receptores LILR são 

expressos pelos monócitos, macrófagos e células dendríticas derivadas de 

monócitos. LILRA2 e LILRB3 são expressos por granulócitos e alguns grupos de 

células T e NK. LILRB1 é o único destes receptores expresso por linfócitos B.  

 

Cella e cols (1999) descreveram que com base na expressão de LILRA2 e 

LILRB4 era possível distingüir duas subpopulações celulares, as células Lin-

/LILRA2+/LILRB4+ correspondem a precursores das células dendríticas 

mielóides enquanto as Lin-/LILRA2-/LILRB4+ correspondem a precursores das 

células dendríticas plasmacitóides. A partir desta distinção foi possível 

demonstrar que estas células produzem altas quantidades de IFN tipo I durante 

as infecções virais. Mais recentemente, foi descrito que LILRA4 é expresso 

exclusivamente por células dendríticas plasmacitóides (Ju e cols, 2004; Rissoan  

e cols, 2002). 

 

1.3 – Os receptores inibidores – LILRB 

Alguns estudos evidenciaram que os LILRB se ligam a moléculas do HLA. 

Colonna e cols. (1997) descreveram que LILRB1 se liga a moléculas de MHC I 

clássicas (HLA-A, HLA-B) e também não clássicas (HLA-G). Semelhante aos 

receptores KIR, este receptor foi capaz de inibir a atividade citotóxica de células 

NK via tirosina fosfatase SHP-1. Além disso, LILRB1 inibiu atividade citotóxica de 

linfócitos T e reduziu a mobilização de Ca++ em linfócitos B e células 

mielomonocíticas em resposta a estimulação do BCR e HLA-DR, 

respectivamente. LILRB1 foi subseqüentemente identificado como o ligante para 

UL18, uma proteína homóloga ao MHC classe I codificada por citomegalovírus 

(Cosman e cols, 1997). 
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O receptor LILRB2 também se mostrou capaz de reconhecer moléculas MHC 

classe I. A proteína recombinante solúvel se ligou a células transfectadas com 

MHC I, bem como tetrâmeros de MHC I se ligaram a células transfectadas com 

LILRB2, mas não a células não transfectadas. O “cross linking” deste receptor 

inibiu ativação de DC in vitro (Colonna e cols, 1998). De forma semelhante, 

Borges e cols (1997) detectaram que a ligação das proteínas recombinante 

LILRB1 e LILRB2 a linfócitos T ativados era bloqueada por anticorpos anti MHC.  

 

Mais recentemente foi descrito que a ativação de LILRB1 inibiu a sinalização 

através do TCR em células Jurkat, onde foram observados reduzida fosforilação 

do TCRζ e LAT (linker for activation of T cells). O rearranjo do citoesqueleto 

também foi reduzido nas células onde LILRB1 foi ativado (Dietrich e cols, 2001). 

Os receptores LILRB1 e LILRB2 inibiram a ativação mediada através do FcγRI 

(Fanger e cols, 1998) e por OSCAR (Tenca e cols, 2005) em monócitos e DC, 

respectivamente. Ficou assim evidenciado que LILRB1 e LILRB2 se ligam a 

MHC classe I e que estes receptores tem atividade inibidora em células de 

origem linfóide e mielóide estimuladas por diferentes vias. 

 

A interação das DC com células HLA-G+ não inibiu a maturação das DC. No 

entanto, foi observado que as células passam a secretar IL-10 e IL-6 e ainda 

passam a ter reduzida capacidade aloestimulatória (Apps e cols, 2007). Desta 

forma, a interação LILRB1 com HLA-G, na placenta, parece modular a resposta 

imune materna ao feto. 

 

Diferente dos KIR, que interagem com fração polimórfica das moléculas do MHC, 

Willcox e cols (2003) utilizando cristalografia demonstraram que LILRB1 interage 

com α3, a fração com menor polimorfismo da cadeia α do MHC classe I e com a 

cadeia invariável β2M. Estes resultados explicam o amplo reconhecimento de 

moléculas MHC classe I de maneira independente de peptídeos pelos LILR. 

Shiroishi e cols. (2003) descreveram que embora o sítio de ligação LILRB1 e 

LILRB2 não seja idêntico, estes receptores competem pelo sítio de ligação no 

MHC com o CD8.  
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No entanto, nem todos os receptores inibidores parecem reconhecer moléculas 

do complexo de histocompatibilidade. LILRB3 em experimentos de “cross-

linking” teve efeito inibidor, porém não se ligou ao MHC classe I (Colonna e cols, 

1998). Embora apresentem alta homologia com os receptores KIR, vem sendo 

sugerido que os LILR podem reconhecer moléculas bastante distintas daquelas 

relacionadas ao complexo de histocompatibilidade e tenham funções 

diversificadas.  

 

LILRB4 foi capaz de regular negativamente a atividade de células 

apresentadoras de antígeno in vitro em resposta a diversos receptores, incluindo 

CD11b, CD16 e mesmo HLA-DR. Cella e cols (1997) observaram que este 

receptor parece participar do processo de captura e apresentação de antígenos, 

semelhante a outras proteínas contendo ITIM que têm a função de internalizar e 

direcionar antígenos para os compartimentos de processamento antigênico, 

como FcγRIIB (Muta e cols, 1994). LILRB4 também é expresso por células 

dendríticas plasmacitóides (Cella e cols, 1999). 

 

Velten e cols (2004) demonstraram que DC mantidas na presença de IL-10 têm 

a expressão de receptores inibidores aumentada, incluindo LILRB1, B2, B3 e B4. 

As células com forte expressão de LILRB se mostraram hipoestimulatórias. Na 

presença de um anticorpo neutralizante anti LILRB2 uma maior linfoproliferação 

foi observada (Beinhauer e cols, 2004). 

 

É possível que estes receptores além de permitirem às células imunes 

reconhecerem a falta de MHC classe I (“missing self”), contribuam para 

estabelecer um limiar de ativação (que deve ser ultrapassado pelos sinais 

estimulatórios). Por outro lado, a disfunção dos LILRB pode facilitar a ativação 

inapropriada das células observada em doenças autoimunes crônicas (Colonna 

e cols, 1999). 
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1.4 – Os receptores ativadores – LILRA 

A função dos LILRA ainda não está bem esclarecida. Não se conhece o ligante 

da maioria destes receptores. LILRA1 é expresso por macrófagos e monócitos 

(Belkin e cols, 2003). Allen e cols (2001) descreveram que HLA-B27 se liga a 

células transfectadas com este receptor. Este então é o único receptor ativador 

da família LILR a se ligar a moléculas do HLA. 

 

Vem sendo descrito que parte da população apresenta uma deleção no gene da 

LILRA3, tanto na Grã-Bretanha (Norman e cols, 2003) como no Japão, onde 

mais de 70% da população apresenta esta deleção (Hirayasu e cols, 2006). No 

entanto, nenhuma associação foi observada entre a presença da deleção e o 

desenvolvimento de patologias como a psoríase (Wisniewski e cols, 2003) ou 

doença celíaca (Moodie e cols, 2002). 

 

LILRA4 parece ser expresso exclusivamente por células dendríticas 

plasmacitóides (Ju e cols, 2004; Rissoan  e cols, 2002). Este receptor também é 

expresso juntamente com FcRγ e após “cross-linkig” a via de sinalização do 

ITAM é ativada. No entanto, ficou evidenciado que a ativação de LILRA4 reduzia 

a secreção de IFN tipo I em resposta a estímulos virais (Cao e cols, 2006). 

 

LILRA5 pode ser expresso tanto como receptor de membrana quanto como 

receptor solúvel. Este receptor foi encontrado em monócitos e neutrófilos e o 

“cross-linking” aumentou a produção de TNF, IL-1β e IL-6 (Borges e cols, 2003). 

Sugerindo que este receptor pode também estar envolvido na regulação da 

inflamação. 

 

Até hoje o receptor ativador melhor caracterizado é LILRA2. Nakajima e cols 

(1999) observaram que após o “cross-linkig” deste receptor ocorria influxo de 

cálcio em monócitos e a liberação de serotonina por células RBL transfectadas, 

demonstrando assim que este receptor têm atividade estimulatória. 

 

LILRA2 também esta presente em eosinófilos e foi identificado que sua ativação 

leva à degranulação e à secreção de IL-12 e LTC4, mas não a de IL-4. Diferente 
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da eotaxina que leva à secreção de IL-4 e não de IL-12 (Tedla e cols, 2003). De 

forma semelhante, Sloane e cols (2004) demostraram que a ativação de LILRA2 

e capaz de induzir a secreção de histamina, IL-4 e LTC4 por basófilos. A co-

estimulação de LILRA2 e LILRB3 reduziu significativamente a secreção destes 

mediadores, sugerindo o envolvimento destes receptores no balanço regulatório 

na resposta inflamatoria das células. 

 

O envolvimento deste receptor em processos patológicos tem se tornado 

evidente. Tedla e cols. (2002) detectaram a presença de LILRA2 e de LILRB2 e 

LILRB3 em macrófagos, fibroblastos e células endoteliais nas lesões dos 

pacientes com artrite reumatóide. Observou-se ainda uma co-relação entre a 

melhora clínica dos pacientes após tratamento e redução na expressão destes 

receptores no sítio da lesão (Huynh e cols, 2007). Os pacientes que não 

apresentaram melhoras mantiveram níveis altos de expressão das moléculas.  

 

Bleharski e cols (2003), utilizando microarranjos de DNA, fizeram análise da 

expressão gênica nas lesões de pacientes com hanseníase. Uma elevada 

expressão de receptores LILRB3, B5 e também LILRA2 e A3 foi encontrada. 

Estes autores observaram que a ativação de LILRA2 favoreceu a produção de 

IL-10 e reduziu a atividade microbicida dos monócitos. Sabendo que LILRA2 é 

preferencialmete expresso em pacientes lepromatosos e que este receptor 

favorece a produção de IL-10, será importante determinar se LILRA2 favorece a 

fraca resposta imune observada nos pacientes de hanseníase. 
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1.5 – Os receptores PIR 

Dois grupos independentes identificaram um par de receptores murinos, 

denominados PIR-A e PIR-B (Paired immunoglobulin-like receptors) (Kubagawa 

e cols, 1997; Hayami e cols, 1997). Estes também são membros da superfamília 

das imunoglobulinas e devido a sua estrutura, distribuição celular e localização 

genômica vêm sendo classificados como ortólogos aos LILR (Takai, 2005). Os 

genes pirA e pirB se localizam no cromossomo 7, na região homóloga ao LRC 

humano (Takai e Ono, 2001). Estes receptores são proteínas transmembranas 

tipo I e cada um possui 6 domínios “imunoglobulina-like”. Semelhante ao 

observado nos LILR, o PIR-B também possui domínios ITIM em sua porção 

citoplasmática enquanto que PIR-A se associa com FcRγ para induzir transdução 

de sinal. PIR-A e PIR-B são encontrados em células de origem mielóide e 

linfócitos B (Kubagawa e cols, 1999). Mais recentemente, com a utilizacao de 

tetrâmeros, foi demonstrado que estes receptores se ligam ao MHC classe I 

(Nakamura e cols, 2004; Kollnberger e cols, 2004).  

 

PIR-B tem atividade inibitória descrita tanto in vivo como in vitro. Maeda e cols 

(1999) descreveram que ativação de PIR-B bloqueia ativação induzida pelo 

BCR, incluindo a fosforilação de Igα/Igβ, Syk e PLCγ2. Da mesma maneira, os 

linfócitos B2 dos camundongos PIR-B-/- se mostraram contitutivamente ativados 

e hipersensiveis a ativação do BCR, com maior proliferação e produção de 

anticorpos em resposta a estimulação (Ujike e cols, 2002). 

 

O envolvimento destes receptores em processos patológicos também tem ficado 

evidente. Após a transferência de esplenócitos alogênicos para comundongos 

PIR-B deficientes, os animais mostraram altas taxas de morte devido à doença 

enxerto-versus-hospedeiro. A ativação das células dendríticas através de PIR-A 

favoreceu uma maior proliferação dos linfócitos T e a alta produção de IFNγ 

(Nakamura e cols, 2004).  

 

Assim, os receptores LILR em humanos e os PIR em camundongos parecem ser 

importantes na regulação da resposta imune. É importante então investigar de 

que forma estes receptores podem favorecer processos patológicos.  
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1.6 – As Células Dendríticas (DC)  

As DC de origem mielóide são células apresentadoras de antígeno profissionais 

muito eficientes. Estas têm a capacidade de capturar, processar e apresentar 

antígenos a linfócitos T de memória bem como aos não primados (Steinman e 

cols, 1991). As DC são encontradas em seu estado imaturo nos principais 

tecidos do corpo. Vários sinais são capazes de induzir a maturação destas 

células, dos quais o mais potente parece ser o reconhecimento de patógenos, 

através de receptores de padrões que reconhecem estruturas altamente 

conservadas presentes nos microorganismos. As citocinas TNF, IL-1β e a 

ligação do CD40 também favorecem a maturação destas células (Banchereau e 

cols, 2000). As DC estão constantemente migrando para os órgãos linfóides, 

onde apresentam antígenos aos linfócitos. Vem se tornando evidente que o 

estado de ativação das DC é importante na determinação da qualidade da 

resposta imune que se seguirá. 

 

 A interação das DC maduras com os linfócitos desempenha um papel central no 

direcionamento da resposta imune adaptativa (Janeway e Medzhitov, 2002) ou a 

proliferação de linfócitos T regulatórios (Yamazaki e cols, 2003). As DC maduras 

passam a ter reduzida capacidade de captar antígenos, no entanto, elas passam 

a apresentar alta expressão de MHC e de moléculas co-estimulatórias, como 

CD40, CD80 e CD86. Regulação positiva do CD83 também ocorre. Dependendo 

do estímulo que recebem, as DC passam a expressar e secretar mediadores que 

vão ser importantes na determinação do perfil da resposta imune. A secreção de 

IL-12, IL-23 e a expressão de ICAM 1 favorecem o desenvolvimento de linfócitos 

Th1 enquanto que CCL2 e OX40L favorecem o perfil Th2. Já IL-10 e TGFβ 

influenciam o desenvolvimento de células T regulatórias (Kapsenberg, 2003).  As 

DC imaturas ou parcialmente maduras têm importância na indução de tolerância 

central e periférica a antígenos próprios (Banchereau e Steinman, 1998). 

 

As células dendríticas linfóides foram identificadas como altas produtoras de 

interferon tipo I em resposta a vírus (Cella e cols, 1999). No entanto, estas 

células não induzem forte proliferação dos linfócitos virgens, mas podem 

promover a expansão de linfócitos Th1 (Krug e cols, 2003).  
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Uma das principais famílias de receptores envolvidos no reconhecimento dos 

patógenos é a dos TLR (Toll like receptors). As DC de origem mielóide podem 

reconhecer componentes bacterianos via TLR1, 2, 4, 5 e 6, RNA viral fita dupla 

via TLR3 ou fita simples via TLR7 (Kadowaki e cols, 2001). As DC de origem 

linfóide reconhecem DNA bacteriano contendo motivos CpG via TLR9 e RNA 

viral via TLR7 e 8 (de Jong e cols, 2005). Além dos TLR, outros receptores estão 

envolvidos no reconhecimento dos padrões presentes nos microorganismos, 

como as proteínas da família NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) e 

as lectinas, como o receptor de manose e o DC-SIGN (DC-specific intercellular-

adhesion-molecule-3 grabbing noningrin).  

 

O DC-SIGN está envolvido na internalização de diversos patógenos, incluindo 

vírus (Dengue, Ebola); bactérias (Helicobacter pilori), protozoários (Leishmania) 

e helmintos (Schistossoma) (van Kooyk e cols, 2003). Já foi evidenciado que o 

DC-SIGN é um receptor envolvido no reconhecimento e na internalização de 

micobactérias (Geijtenbeek e cols, 2003), incluindo o M. leprae (Soilleux e col, 

2006). A interação entre as micobactérias e o DC-SIGN, que ocorre via 

ManLAM, induz a secreção de IL-10 e ainda previne a ativação das DC induzida 

por LPS (Geijtenbeek e cols, 2003). Desta forma, DC-SIGN atua como um 

receptor imunomodulador. Estudos vêm demonstrando que a transdução de 

sinal iniciada por estas lectinas pode ter efeito antagônico ou sinérgico na 

sinalização iniciada pelos TLR (Chen e cols, 2006). Em experimentos de “cross-

linking” ficou evidenciado que a ativação de DC-SIGN leva a fosforilação de 

ERK1/2 e a uma maior produção de IL-10 em resposta ao LPS (Caparros e cols, 

2006). Recentemente foi descrito que ocorre a acetilação da subunidade p65 do 

NF-κB, favorecendo assim a maior produção de IL-10 (Gringhuis e cols, 2007). 

Os patógenos que interagem com DC-SIGN modulam a resposta imune iniciada 

pelas DC e parecem usar este receptor para favorecer um estado de 

imunossupressão. O balanço entre a ativação via TLR e lectinas pode ter papel 

importante na função das DC. Investigar se outros receptores são capazes de 

interagir com estas vias de sinalização pode ajudar a entender a fisiologia das 

DC e outras células envolvidas com a resposta imune. 
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1.7 – HANSENÍASE  

 

1.7.1 – CARACTERÍSTICAS GERAIS 

A Hanseníase é uma doença infecciosa crônica, exclusiva do ser humano, que 

tem como agente etiológico o Mycobacterium leprae, um patógeno intracelular 

obrigatório que infecta predominantemente macrófagos e células de Schwann. 

Suas manifestações clínicas incluem lesões de pele, mucosas e nervos 

periféricos. 

 

Uma característica marcante da hanseníase é a diversidade de formas clínicas.  

Na classificação de Ridley e Jopling (1966) bases imunológicas, além de bases 

histológicas, bacteriológicas e clínicas foram consideradas.  Com base nestes 

critérios, os pacientes são agrupados em 5 subgrupos, formando, assim, um 

espectro de formas clínicas.  Segundo esta classificação, em um extremo do 

espectro estão os pacientes lepromatosos (LL).  Estes não apresentam 

reatividade celular contra a bactéria, apresentam alta carga bacilar e múltiplas 

lesões.  Os pacientes não são capazes de eliminar o bacilo e o M. leprae se 

multiplica, atingindo níveis que chegam a 1012 bactérias por grama de tecido. No 

teste cutâneo à lepromina, ou teste de Mitsuda, pacientes lepromatosos 

apresentam reação negativa. 

 

No outro extremo do espectro, estão os pacientes tuberculóides (TT) que 

apresentam forte resposta imune celular ao M. leprae.  Em geral, eles têm uma 

única lesão, com poucos ou nenhum bacilo e, são positivos no teste de Mitsuda.  

Além das formas polares, existem as formas clínicas intermediárias 

denominadas “borderline” [borderline lepromatoso (BL), borderline borderline 

(BB) e borderline tuberculóide (BT)], onde a resposta imune celular é maior ou 

menor, de acordo com a proximidade ao pólo tuberculóide ou lepromatoso, 

respectivamente. Há ainda a forma indeterminada da doença, considerada o 

inicio das manifestações clinicas. As lesões apresentadas pelos pacientes são 

máculas hipopigmentadas assintomáticas que podem se resolver 

espontaneamente ou progredir para uma das formas clínicas, caso não tratadas. 
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Com relação à histologia das lesões, observa-se que as lesões de pele dos 

pacientes lepromatosos apresentam raros linfócitos, predominantemente CD8+, 

ausência de organização para formar granulomas e atrofia da epiderme. O 

acúmulo de macrófagos fortemente infectados com M. leprae pode ser 

observado em várias regiões da pele. Já as lesões de pacientes tuberculóides 

caracterizam-se pela formação de granulomas epitelióides que podem 

comprometer as terminações nervosas periféricas.  Estudos imunocitoquímicos 

revelaram que a maioria das células T localizadas nas lesões apresenta fenótipo 

CD4+, embora células CD8+ também estejam presentes (Sieling e Modlin,1994).  

 

A classificação de Ridley e Jopling é predominantemente utilizada por 

pesquisadores.  O sistema de classificação para fins terapêuticos agrupa os 

pacientes em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB).  Este sistema é baseado 

no índice bacteriológico (IB).  Na classificação de Ridley e Jopling, pacientes 

paucibacilares (IB = 0) incluem pacientes TT e BT, enquanto pacientes 

multibacilares (IB > 0) incluem pacientes BB, BL e LL. 

 

O tratamento com multidrogaterapia (MDT) para pacientes paucibacilares, por 

recomendação da OMS, é feito com rifampizina e dapsona por 6 meses. Em 

pacientes paucibacilares com lesão única é recomendado esquema ROM 

(600mg rifampicina; 400mg ofloxacin e 100mg minociclina) em dose única. 

Pacientes multibacilares são tratados com rifampicina, clofazimina e dapsona 

pelo período de 12 meses. 

 

1.7.2 – Epidemiologia  

A hanseníase, no inicio de 2006, afetava mais de 200 mil pacientes em todo o 

mundo. A organização mundial de saude (OMS) estabeleceu como alvo na 

estratégia para eliminar a hanseníase como problema de saúde pública, uma 

taxa de prevalência menor que 1 caso para cada 10.000 habitantes até o ano 

2000. No entanto, seis países ainda não atingiram esta meta, a saber: Brasil, 

República Democrática do Congo, Madagascar, Moçambique, Nepal e Tanzânia. 

(www.who.in/lep/en). 
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Hoje, dezessete países são responsáveis por 94% do número total de novos 

casos. A Índia e o país com a maior incidência, seguida pelo Brasil. Em 2005 

foram diagnosticados 38.410 novos casos da doença em nosso país (20,6 novos 

casos/100.000 habitantes). Ainda é importante observar que o número de novos 

casos diagnosticados aqui se mantem constante por mais de uma década 

(www.who.in/lep/en). 

 

1.7.3 - Patogênese 

A complexa interação entre a bactéria patogênica e a célula hospedeira é de vital 

importância para o estabelecimento da infecção. Diversos receptores participam 

do processo de fagocitose das micobactérias pelos macrófagos, incluindo o 

receptor de manose e os receptores de complemento (Schlesinger e Horwitz, 

1991; Zimmerli e cols, 1996). Mais recentemente, foi descrito que o DC-SIGN é 

capaz de se ligar ao M. leprae (Soilleux e cols, 2006) bem como ao M. 

tuberculosis e M. bovis BCG (Geijtenbeek e cols, 2003) via lipoarabinomanana, 

um dos principais componentes da parede celular das micobactérias. 

 

O mecanismo pelo qual o M. leprae infecta o sistema nervoso periférico também 

vem sendo explorado. Rambukkana e cols (1997) demonstraram que o M. leprae 

se liga ao domínio G da cadeia α2 da laminina-2 e este conjunto, laminina-M. 

leprae, se liga a α-distroglicana na superfiície das células de Schwann (SC). 

Suqseqüente à ligação à superfície celular, a α-distroglicana forma agregados, 

que podem levar a internalização do bacilo (Rambukkana e cols, 1998). As 

moléculas presentes no M. leprae que possibilitam a interação com a laminina-2 

também já foram identificadas. Ng e cols (2000) identificaram que PGL-1 se liga 

à laminina-2 e Shimoji e cols (1999) identificaram ML-LBP21, proteína do M. 

leprae que também tem esta propriedade. Em ensaios in vitro e in vivo, 

Rambukkana e cols (2002) confirmaram que o M. leprae após se ligar a SC 

produtoras de mielina, induz a demielinização tornando-as mais susceptíveis à 

invasão pelo bacilo (Tapinos e cols, 2006). 
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1.7.4 - Genética 

A hipótese de um componente genético que favoreça a susceptibilidade à 

hanseníase vem sendo sugerida há vários anos. Já foi descrito que a 

susceptibilidade à hanseníase parece sofrer influência dos alelos e haplótipos do 

HLA (Gorodezky e cols, 2004). Vanderborght e cols (2007) identificaram que 

HLA-DRB1*04 está associado à resintência à hanseníase, enquanto HLA-

DRB1*10 à susceptibilidade tanto na população brasileira como na vietnamita. 

Mira e cols (2003) mapearam um locus de susceptibilidade à hanseníase no 

cromossomo 6, na região 6q25-q26 e identificaram associação significativa entre 

a presença de SNP (mutações de base única) na região promotora 

compartilhada por PARK2 e PACRG (parkin e parkin co-regulated gene, 

respectivamente) com a susceptibilidade à doença (Mira e cols, 2004). E mais 

recentemente, na região 6q21, identificaram que um alelo do gene da linfotoxina-

α, (LTA)+80 A, estava também associado a um maior risco de desenvolver 

hanseníase, especialmente em indivíduos jovens (Alcais e cols, 2007). 

Polimorfismos em outros genes, como TNF, IL-10 e receptor de vitamina D, 

também parecem contribuir para a resistência/susceptibilidade ou para a 

determinação da forma clínica na hansenísae (Moraes e cols, 2006). 

 

 

 

 

 

1.7.5 – Imunologia  

A resposta imune do paciente ao M. leprae determina o curso clínico da doença. 

A resistência a patógenos intracelulares, como as micobactérias, parece 

associada à capacidade de montar resposta imune com perfil Th1. A habilidade 

de começar esta resposta imune protetora está diretamente associada à 

secreção de IL-12/IL-23 e diferenciação de macrófagos tipo 1 e células 

dendríticas. Este processo favorece a diferenciação de células Th1 produtoras 

de IFNγ, que por sua vez favorece ativação dos macrófagos infectados e a morte 

do M. leprae.  
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O crescimento do M. leprae não é limitado nos macrófagos de pacientes 

lepromatosos. Entretanto, monócitos destes mesmos pacientes são capazes de 

restringir o crescimento da micobactéria, da mesma forma que indivíduos 

saudáveis, na presença de fatores de ativação, sugerindo que os fagócitos 

mononucleares não são defeituosos, mas sua ativação é impedida ou inibida 

pelo M. leprae no sítio da lesão (Kaplan e cols, 1986).  Macrófagos derivados de 

monócitos de pacientes, tanto lepromatosos quanto tuberculóides, respondem 

normalmente ao IFNγ, com aumento da secreção de H2O2 em resposta ao M. 

leprae (Kaplan e cols, 1986). Sibley e  Krahenbuhl (1987) utilizaram macrófagos 

isolados de camundongos atímicos (nude mice) infectados com M. leprae. Foi 

observado que macrófagos altamente infectados eram refratários à estimulação 

com IFNγ, potente ativador de macrófagos, diferente do observado com 

macrófagos peritoneais dos mesmos animais. Estes se mostraram capazes de 

inibir o crescimento intracelular do Toxoplasma gondii quando estimulados com 

IFNγ. 

 

A importância da IL-12 na resposta imune contra micobactérias ficou evidente 

em estudos realizados por Altare e cols (1998) e de Jong e cols (1998). Estes 

trabalhos evidenciaram que indivíduos com deficiência genética no receptor de 

IL-12 (IL-12R) têm severa infecção por micobactérias e fraca produção de IFNγ. 

Kim e cols (2001) demonstraram que pacientes lepromatosos têm reduzida 

expressão da cadeia β2 do IL-12R nas lesões de pele e os linfócitos T destes 

pacientes não respondem à estimulação via IL-12 in vitro. 

 

Componentes das micobactérias têm a habilidade de modular a atividade 

microbicida dos macrófagos. O LAM, lipopolissacarídeo componente altamente 

imunogênico da parede celular de micobactérias, é um potente inibidor da 

ativação mediada pelo IFNγ (Sibley e cols, 1988a). O PGL-1 (glicolipídio fenólico 

1), antígeno exclusivo presente na superfície do M. leprae, pode também estar 

associados com a não resposta dos pacientes lepromatosos,  já que ele regula 

negativamente a liberação de citocinas, como o TNF, por monócitos (Silva e 

cols, 1993).  
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Monócitos infectados de pacientes lepromatosos, mas não de pacientes 

tuberculóides, liberam mediadores como a IL-10 e a PGE2 (prostaglandina E2) 

que inibem a linfoproliferação frente ao M. leprae em indivíduos sabidamente 

respondedores à bactéria.  PGE2 inibe a produção de IL-2 e também de IFNγ, 

citocinas, em geral, fracamente expressas nos lepromatosos, mas importantes 

para gerar resposta imune específica (Misra e cols, 1995b). Desta forma, M. 

leprae parece modular a resposta imune desenvolvida nas lesões, através de 

componentes de sua parede celular e também via secreção de substâncias com 

atividade supressora sobre os macrófagos. Monócitos infectados parecem 

contribuir para a fraca ativação dos linfócitos T nos indivíduos lepromatosos 

devido à liberação de fatores que possam suprimir a ativação destas células. 

 

Krutzik e cols (2005) observaram que monócitos de pacientes lepromatosos 

quando estimulados com uma proteína de 19 kDa do M. leprae não são capazes 

de se diferenciar em DC CD1b+. Quando estimuladas com IL-4 e GM-CSF 

ocorre diferenciação semelhante entre pacientes e controles. Fica evidenciado 

então que os monócitos sao capazes de se diferenciar, mas isto não ocorre na 

presença do M. leprae. 

 

Com a descrição de que macrófagos também são divididos em subgrupos 

funcionais, começou-se a avaliar o impacto destes diferentes grupos na resposta 

imune ao M. leprae. Foi observado que macrófagos tipo 2, diferenciados in vitro 

com a utilização de M-CSF, não secretam IL-12 ou IL-23, mas produzem 

grandes quantidades de IL-10 em resposta à micobactérias. Estas células não 

induzem a produção de IFNγ nem a proliferação de linfócitos T reativos ao M. 

leprae (Verreck e cols, 2004).  

 

Trabalhos recentes têm investigado a interação do M. leprae com as células 

dendríticas. As células dendríticas primam linfócitos T virgens e controlam o 

desenvolvimento de células Th1. Sieling e cols (1999) descreveram a presença 

de células dendríticas derivadas de monócitos CD1+CD83+ nas lesões de 

pacientes lepromatosos e Yamauchi e cols (2000) detectaram a expressão de 
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CD40L, importante para a ativação e maturação das DC, nos linfócitos deste 

mesmo grupo de pacientes. Poucas DC foram detectadas nas lesões dos 

pacientes lepromatosos (Sieling e cols, 1999; Krutzik e cols, 2005).  

 

Realizando experimentos in vitro, Hashimoto e cols (2002) observaram que o M. 

leprae é fagocitado de forma dose dependente pelas DC. No entanto, as células 

estimuladas com o bacilo só têm a expressão de marcadores de ativação, CD86 

e CD83, aumentada em resposta a altas doses de bactéria (MOI, 160). Diferente 

das DC estimuladas com M. bovis BCG ou M. avium, as DC estimuladas com M. 

leprae não induziram a produção de IFNγ. Subseqüentemente, este mesmo 

grupo mostrou que quando as DC eram previamente ativadas com IFNγ, a 

capacidade aloestimulatória era restaurada (Kimura e cols, 2004). Já quando as 

células eram pré-tratadas com IL-1β as DC não apresentavam atividade 

ativadora quando estimuladas com o M. leprae (Makino e cols, 2006). 

 

Ainda neste contexto, Murray e cols (2007) observaram que o M. leprae não 

induziu a ativação/maturação das DC, já que estas células não expressavam 

CD80 e CD86 e também não secretavam citocinas IL-12, IL-10 e TNF. Em 

resposta ao M. tuberculosis e ao M. bovis BCG ocorria ativação das DC. Em 

experimentos de aloestimulação, as DC estimuladas com M. leprae não 

induziram a proliferação dos linfócitos, e ainda citocinas Th2 foram detectadas 

no sobrenadante das culturas. 

 

A proteina purificada da membrana do M. leprae MMPII (major membrane 

protein II) induziu a expressão de moléculas co-estimulatórias, a secreção de IL-

12 (Maeda e cols, 2005) e também a produção de IFNγ por células T virgens ou 

de memória (Makino e cols, 2005). As DC infectadas com M. bovis BCG 

recombinante, secretor de MMPII, induziam aumento na produção de perforina 

por linfócitos T CD8 (Makino e cols, 2006). Com isso, foi sugerido que o M. 

leprae íntegro pode ser capaz de suprimir a ativação das DC e a interação com 

os linfócitos (Scollard e cols, 2006). Nigou e cols (2001) demonstraram ainda que 

o ManLAM inibe a produção de IL-12 induzida por LPS nas DC 
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Os linfócitos presentes no sangue periférico dos pacientes lepromatosos não 

proliferam em resposta ao M. leprae in vitro (Godal e cols, 1972). Nogueira e cols 

(1983) descreveram que os linfócitos de pacientes LL/BL, mas não de TT/BT, 

não produzem IFNγ em resposta ao M. leprae. Experimentos in vivo 

evidenciaram importância vital do IFNγ para ativação da resposta imune nas 

lesões dos pacientes. Injeções de IFNγ foram administradas intradermicamente 

em pacientes multibacilares. Acúmulo de linfócitos T e de macrófagos, 

destruição de macrófagos parasitados e redução do número de bacilos foram 

observados no local da injeção (Kaplan e cols, 1987 e 1989). 

 

Com a descoberta que linfócitos T consistiam em grupos funcionalmente 

distintos, Th1 e Th2 (Mosmann e cols, 1986), diversos pesquisadores analisaram 

então as citocinas produzidas pelos pacientes ao longo de todo espectro. 

Yamamura e cols (1991) observaram por RT-PCR. que citocinas produzidas por 

macrófagos, como TNF, GM-CSF, IL-1β, TGFβ1 e IL-6 eram mais abundantes 

nas lesões tuberculóides. As produzidas por linfócitos T (IL-2, IFNγ e linfotoxina) 

também só foram encontradas no pólo tuberculóide. Já citocinas IL-4, IL-5 e IL-

10 foram encontradas nas lesões lepromatosas. Por outro lado, ao analisar a 

expressão gênica e protéica na PBMC de pacientes e de indivíduos sadios, 

Misra e cols (1995a) observaram um grande número de indivíduos em todas as 

formas clínicas, que, após estimulação in vitro, apresentavam perfil Th0. Vários 

trabalhos descrevem a presença de clones Th0 responsivos ao M. leprae nas 

lesões e no sangue periférico de pacientes ao longo de todo o espectro. No 

entanto, a maioria destes estudos indica uma predominância de IL-2, TNF e IFNγ 

(perfil Th1) nas lesões tuberculóides e de IL-4 e IFNγ (perfil Th0) nas lesões 

lepromatosas (Scollard e cols, 2006). 

 

Eventos bioquímicos envolvidos com ativação dos linfócitos foram avaliados em 

células de pacientes (Sharma e cols, 1998). As concentrações de Ca++ 

intracelular e de inositol trifosfato nos linfócitos dos pacientes lepromatosos não 

se alteraram, mesmo após adição de PMA. Este estímulo também não foi capaz 
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de induzir ativação de PKC (proteína quinase C). A ativação destas três 

moléculas nos pacientes tuberculóides foi semelhante à observada nos 

controles. Da mesma forma, Zea e cols (1998) demonstraram alterações na 

expressão de moléculas envolvidas na transdução de sinal nos linfócitos T de 

pacientes lepromatosos. As alterações incluem baixa expressão da cadeia ζ do 

TCR (receptor de célula T), da p56lek tirosina quinase e da subunidade p65 do 

fator de transcrição NF-κB. Alterações na transdução de sinal das células T 

responsivas ao M. leprae incluem regulação negativa de três vias bioquímicas 

ativadas após estimulação do TCR, a via das MAPK, a via de ativação de NFAT 

e a do NF-κB (Chattree e cols, 2007). Mudanças na transdução de sinal podem 

contribuir para a incapacidade das células T de pacientes lepromatosos 

responderem à micobactéria. 

 

 

 

1.7.6 –EPISÓDIOS REACIONAIS  

A hanseníase não é uma doença estável. Durante o curso crônico da doença 

podem ocorrer mudanças imunológicas que alteram as manifestações clínicas, 

são os chamados episódios reacionais. Estes episódios podem ocorrer durante 

ou mesmo após o tratamento. Existem dois tipos principais de reação: a reação 

reversa (RR- reação tipo 1) e o eritema nodoso leproso (ENL- reação tipo 2). A 

reação reversa ocorre predominantemente nos pacientes borderline nos quais 

clinicamente se observa reativação de lesões pré-existentes, bem como o 

aparecimento de novas lesões. O influxo de células CD4+ nas lesões e o 

aumento da resposta imune celular à bactéria também são observados, e o dano 

tecidual ocorre freqüentemente (Naafs, 1994). A reação tipo 2 é 

predominantemente observada em pacientes lepromatosos (LL/BL), que 

apresentam nódulos subcutâneos, eritematosos e dolorosos, associados ou não 

a manifestações sistêmicas como febre e mal estar (Naafs, 1994). Embora tenha 

sido proposto que a lesão seja resultado da deposição de complexo imune e 

fixação de complemento (Wemambu e cols, 1969), existem evidências em vários 

trabalhos da participação da resposta imune celular (Sampaio e cols, 1992). No 
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ENL também ocorre influxo de células CD4+. Localmente, a epiderme se torna 

espessada e uma das principais modificações envolvidas no processo 

inflamatório das reações parece ser o aumento, local e sistêmico, da expressão 

do TNF. A RR é preferencialmente tratada com o uso de prednisona, um 

antiinflamatório esteroidal, enquanto o tratamento do ENL é feito utilizando 

talidomida, ou pentoxifilina, associada ou não à prednisona. 

 

Ainda que os mecanismos envolvidos com o aumento da resposta imune celular 

durante estes episódios não estejam esclarecidos, as citocinas são essenciais 

no desenvolvimento da patofisiologia das reações (Sarno e Sampaio, 1996). A 

ativa participação do IFNγ na indução dos episódios foi demonstrada quando 

pacientes foram tratados com injeções intradémicas desta citocina. A 

administração de IFNγ aos pacientes resultou no aumento da incidência de ENL 

e da produção de TNF pelos macrófagos quando estimulados in vitro. Tanto o 

ENL como o TNF eram inibidos quando a talidomida era administrada aos 

pacientes. Mesmo quando IFNγ era administrado in vitro a monócitos de 

pacientes multibacilares, um aumento da produção de TNFα era observado em 

resposta ao M. leprae (Sampaio e cols, 1992). Como IFNγ contribui para defesa 

do hospedeiro contra a micobactéria, esta mudança das células T CD4+ Th1 

pode estar diretamente relacionada com a diminuição da carga bacilar nas 

lesões durante a reação, medida através dos índices baciloscópicos. 

 

Sarno e cols (1991) detectaram níveis elevados de TNF e IL-1β no soro dos 

pacientes durante o ENL. Khanolkar-Young e cols (1995) descreveram intensa 

marcação nas lesões de pele e nervo para mRNA do TNF, por hibridização in 

situ, nos granulomas. Na RR, tanto em pacientes BT como nos BL, o aumento 

no número de células marcadas foi observado em comparação com pacientes 

fora de episódios reacionais. Resultados foram semelhantes quando a proteína 

foi detectada nos tecidos. Sampaio e cols (1991) descreveram que talidomida, 

droga utilizada no tratamento do ENL, inibe seletivamente a secreção de TNF, 

mas não a de IL-6, IL-1β e GM-CSF, outras citocinas produzidas por macrófagos. 

Estes resultados parecem indicar uma correlação direta entre redução de TNF e 
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a melhora dos sintomas locais e sistêmicos observados após administração do 

tratamento com a talidomida. 

Verhagen e cols (1997) descreveram que enquanto clones obtidos de lesões dos 

pacientes não tratados eram Th0 e alguns polarizados Th2, os clones CD4+ 

obtidos durante episódios de RR eram todos do perfil Th1. Estas mudanças não 

ocorreram nas células T não responsivas ao M. leprae. Da mesma maneira, foi 

observado por Sreenivasan e cols (1998) que PBMC de 64% dos pacientes 

lepromatosos durante ENL apresentou perfil Th1 e o restante perfil Th0, mas 

nenhum apresentou perfil Th2. Além do IFNγ, nestes pacientes, a expressão de 

IL-12 também foi investigada. As duas subunidades da IL-12 (p40-induzível e 

P35-constitutivamente expressa) estavam presentes em culturas de todos os 

pacientes apresentando RR e, na grande maioria dos pacientes, com ENL. 

Todas as citocinas foram encontradas em culturas não estimuladas indicando 

que células foram primadas in vivo. Marcante diferença foi observada na 

expressão de IL-10. Pacientes com RR não expressam mRNA, enquanto 52% 

pacientes com ENL expressam esta citocina. Vem sendo sugerido que durante 

os episódios reacionais os pacientes migram para o pólo tuberculóide do 

espectro e apresentam secreção de citocinas Th1. Moraes e cols (1999) 

demostraram regulação positiva de citocinas imuno-inflamatórias, como IFNγ, 

GM-CSF e IL-1β, no sangue e no tecido de pacientes durante episódios de 

reação e sugerem que o padrão de resposta resulta de uma reativação 

imunológica que pode levar à resposta inflamatória aguda nos dois tipos de 

reação. 
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1.8 – Justificativa  

Embora o M. leprae tenha sido o primeiro patógeno a ser identificado, muito 

precisa ser feito para entender a relação deste patógeno com o hospedeiro. 

Esclarecer os mecanismos que favorecem a infecção e também determinam 

qual das formas clínicas será desenvolvida pelos pacientes são uma 

necessidade urgente. Como descrito acima, mecanismos envolvidos com a 

ausência de resposta imune ao M. leprae, observada nos pacientes 

lepromatosos, vêm sendo investigados. A presença de clones supressores, 

desregulação das citocinas nas lesões, indução de tolerância, alterações 

bioquímicas na transdução de sinal, macrófagos e DC fracamente ativados e 

componentes genéticos favorecem a ausência de resposta imune específica ao 

M. leprae observada no pólo lepromatoso.  

Novos receptores vêm sendo associados às lesões lepromatosas. DC-SIGN, 

cuja função imunossupressora vem sendo evidenciada, é fortemente expresso 

nas lesões lepromatosas (ver Apêndice). De forma semelhante, foi identificado 

que LILRA2 é expresso por estes pacientes no sítio da lesão (Bleharski e cols, 

2003). Este receptor reduziu a produção de IL-12 por macrófagos ativados e 

aumentou a produção de IL-10. Estes macrófagos ainda tiveram reduzida 

capacidade microbicida, sugerindo que LILRA2 pode contribuir para a 

fraca/ausente resposta imune observada nos pacientes lepromatosos.  

Assim, tanto DC-SIGN como LILRA2, parecem ter atividade imunomodulatória e 

são preferencialmente expresos por pacientes lepromatosos. Estudar a fisiologia 

destes receptores pode contribuir para entender a patologia da hanseníase. Nas 

páginas seguintes, inicialmente estão descritos os resultados obtidos no estudo 

do receptor LILRA2. Parte destes experimentos foi realizada durante o 

“doutorado sanduíche” no laboratório do Dr Marco Colonna na Washington 

University is St Louis. Em seguida, no apêndice I, aqueles obtidos no estudo do 

receptor DC-SIGN. 
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2 – Objetivos 

 

 

Geral: 

Investigar a função do receptor LILRA2 em células mielóides e sua implicação na 

hanseníase. 

 

 

Específicos: 

 

1. Produzir anticorpos anti-LILRA2; 

 

2. Avaliar o efeito da ativação deste receptor em células dendríticas em 

relação aos seguintes critérios: 

a. Citocinas produzidas;      

b. Presença de marcadores de ativação celular e  

c. Indução da proliferação de linfócitos T virgens. 

 

3. Avaliar se o M. leprae induz a maturação das DC e a secreção de 

citocinas;  

 

4. Avaliar o efeito do M. leprae no processo de ativação de células 

dendríticas induzida por LILRA2; 

 

5. Identificar a presença das células LILRA2 nas lesões dos pacientes 

lepromatosos; 

 

6. Identificar o ligante da LILRA2. 
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3 – Material e Métodos 

 

3.1 – Produção de anticorpos anti-LILRA2 

3.1.1 Imunização  - Para gerar anticorpos monoclonais, camundongos BalbC de 

4 semanas de idade foram imunizados com LILRA2 solúvel previamente 

produzida no laboratório do Dr. Marco Colonna (esta proteína recombinante é 

formada pelo primeiro domínio Ig-like da LILRA2 conjugado a fração Fc da IgG 

humana). Os animais receberam 4 injeções subcutâneas contendo 15µg da 

proteína recombinante e 50µg de CpG 1826 (Invivogen, San Diego, CA), usado 

como adjuvante. O intervalo entre cada uma das injeções foi de uma semana. 

Os animais ainda receberam uma última injeção intravenosa contendo 15µg de 

LILRA2 recombinante.  

 

3.1.2 Fusão  - Três dias após a última imunização, os esplenócitos foram 

purificados, lavados em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY) e misturados 

a células SP20 na proporção 5:1. O precipitado de células foi ressuspenso em 

1mL de PEG (Polietilenoglicol 1500 – Roche, Palo Alto, CA). Após leve 

homogenização, as células foram incubadas a 37°C po r 1 minuto em banho-

maria. Foram adicionados mais 2 mL de RPMI e seguia-se nova incubação em 

banho-maria por 2 minutos. Por fim, 4mL de RPMI eram adicionados e as células 

mantidas por 4 minutos no banho-maria. As células foram então lavadas e 

ressuspensas em meio SFM Hybridoma (Gibco) suplementado com 10% soro 

fetal bovino (SFB – Hyclone, Logan, UT), 2mM Glutamax (Gibco), 1mM piruvato 

de sódio (Gibco), 100µg/mL kanamicina (Gibco) e 50ng/mL de IL-6 (Calbiochem, 

San Diego, CA) na concentração de 100.000 células/ml. Em cada poço (placa de 

96 poços fundo chato) (Nunc, Rochester, NY) eram adicionados 100µl. Após 6h 

de incubação a 37°C eram adicionados mais 100µL do meio de cultura 

suplementado com HAT (Hypoxanthine-thymidine – Sigma, St. Louis, MO). 

Quando os clones já eram visiveis a olho nu, o meio de cultura, suplementado 

com HAT, era trocado por 3 dias consecutivos. 
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3.1.3 Seleção dos hibridomas por citometria de flux o – O sobrenadante dos 

hibridomas selecionados era adicionado a células P815 transfectadas ou não 

com LILRA2, misturadas em igual proporção. Seguia-se uma incubação de 20 

minutos no gelo. As células eram lavadas três vezes em tampão de FACS (PBS, 

3% SFB, 0.5% Azida sódica - Sigma) e incubadas então com uma mistura de 

anticorpos anti- mouse IgG2a marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(Southern Biotech, Birminghan, AL), anti-mouse IgG2b marcado com ficoeritrina 

(PE) (Southern Biotech) e anti-mouse IgG1 biotinilado (Southern Biotech), todos 

à concentração de 100µg/ml. Após 20 minutos no gelo, as células eram lavadas 

2 vezes em tampão FACS e mantidas na presença de estreptavidina marcada 

com APC (Invitrogen) a 100µg/ml. As células eram novamente lavadas, 

ressuspensas em tampão de FACS com iodeto de propídeo (50µg/ml) (Sigma) e 

analisadas por citometria de fluxo. 

 

3.2 – Isolamento de Células Mononucleares do Sangue  Periférico (PBMC) 

“Buffy coats” foram obtidos junto à Cruz Vermelha americana ou ao 

departamento de hemoterapia do hospital universitário da UFRJ. A suspensão 

de células era diluída 1:1 em solução salina (PBS, Gibco) e colocada sobre 

gradiente de densidade em Ficoll Hypaque (Amersham, Uppsala, Suécia). Após 

centrifugação a 2000rpm, as células mononucleares (PBMC), que se 

encontravam na interface do gradiente, foram coletadas, lavadas duas vezes em 

PBS e contadas com azul de Tripan (corante vital) em câmara de Newbauer. 

 

 3.3 – Purificação de Monócitos, Linfócitos, DC pla smacitóides e Células NK 

Para purificar subpopulações celulares foram utilizadas “beads” magnéticas de 

acordo com as instruções do fabricante (Miltenyi, Auburn, CA). As PBMC eram 

lavadas em tampão (PBS, 3% soro fetal bovino [SFB], 1mM EDTA) e 

ressuspensas em 700µl-1mL do mesmo tampão. Para cada 100 x 106 células 

eram adicionados 20µL de anticorpo marcado magneticamente. Seguia-se uma 

incubação a 4°C por 15 minutos. As células eram nov amente lavadas, 

ressuspensas em 3mL de tampão e adicionadas às colunas. As colunas eram 

lavadas 4 vezes com 3mL de tampão. Após as lavagens as células de 

interessem eram então eluídas e contadas como descrito acima. Para purificar 
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monócitos eram utilizadas beads CD14, linfócitos - beads CD3, linfócitos T CD4 -

beads CD4, células NK - beads CD56 e DC plasmacitóides - beads anti BDCA4. 

 

3.4 – Cultura de Células  

3.4.1 Células Dendríticas Derivadas de Monócitos  - Os monócitos 

purificados foram plaqueadas na concentração final de 0.3 x 106 células/mL em 

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2mM 

Glutamax, 100µg/mL kanamicina, 1mM piruvato de sódio, 10ng/mL IL-4 e 

50ng/mL GM-CSF por 5-7 dias para geração de células dendríticas derivadas de 

monócitos (MDDC). 

 

3.4.2 Linfócitos, NK, DC plasmacitóides  - As culturas primárias foram 

plaqueadas na concentração final de 0.5 x 106 células/mL em meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2mM glutamax, 100µg/mL 

kanamicina.  Nas culturas de células NK eram adicionados 50pg/mL de IL-2 

(Calbiochem) e nas de DC plasmacitóides 50pg/mL de FLT3L (eBioscience, San 

Diego, CA).  

 

3.4.3 Linhagens celulares  - Todas as linhagens celulares, a exceção das 

células CHO DHFR-, foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), 2mM glutamax, 100µg/mL kanamicina. As 

células aderentes eram soltas utilizando PBS EDTA 1mM. 

 

 

3.5 – Estímulos  

Os estímulo foram utilizados nas seguintes concentrações: M. leprae irradiado (2 

x 109 bactéria/ml) obtido de Tatu, a 5, 10 e 50µg/mL (gentilmente cedido pelo Dr 

P. Brennan, Department of Microbiology, Colorado Staté University, Fort Collins, 

CO), que corresponde às proporções bactéria:célula de 10:1, 20:1 e 100:1, 

respectivamente. M. tuberculosis cepa H37Rv irradiado a 5, 10 e 50µg/mL. 

Lipopolissacarideo (LPS de Salmonella Minnesota Re595) 500ng/mL ou 

diferente quando indicado na legenda da figura. As citocinas IL-15, IL-10, IL-4 e 

GM-CSF a 50ng/mL (Calbiochem). 
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3.6 – Experimentos de “cross-linking” 

Placas de 96 poços eram mantidas a 37°C com 1µg/mL da fração F(ab2) de 

anticorpo de cabra anti IgG de camundongo (Southern Biotech) em tampão 

carbonato (0.1M Na2CO3, 0.1M NaHCO3, pH9.6) por 1h. Os poços eram lavados 

com PBS e 50µL do sobrenadante das culturas dos hibridomas (anti LILRA2, anti 

NKp44, anti MHC I) eram adicionados e mantidos por mais 1h também a 37°C. 

(Todos estes hibridomas foram produzidos no laboratório do Dr Marco Colonna 

como descrito no item 3.1). Após esse período, os poços eram lavados e as 

células dendríticas eram plaqueadas (15 x 104 células por poço) e estimuladas 

ou não com LPS ou células J558L transfectadas com  CD40L irradiadas (3000 

Rads) na proporção 1:10 (J558L:DC). Após 2 dias, a detecção da presença de 

marcadores de ativação celular foi feita por citometria de fluxo e a presença de 

citocinas pro-inflamatórias no sobrenadante foi avaliada por CBA (Citometric 

Bead Array – BD Bioscience, San Francisco, CA)  como descrito abaixo. 

 

3.7 – Citometria de fluxo para marcadores de superf ície 

Aproximadamente 50.000 células a serem analisadas, eram lavadas em tampão 

(PBS, 3%SFB, 0.01% azida sódica) e incubadas no gelo com 1µL dos seguintes 

anticorpos marcados com FITC: anti HLA-DR (BD Bioscience), anti MHC classe I 

(Immunotech, Fullerton, CA), anti CD83 (Immunotech), ou marcados com PE: 

anti CD86 (BD Bioscience), anti CD40 (BD Bioscience), anti CD80 (BD 

Bioscience). Após 20 minutos as células eram lavadas, fixadas ou não em 

paraformaldeido 4% e analisadas em citometro Becton & Dickson. Células 

também foram incubadas com os isotipos controles.  

Em alguns experimentos as células dendríticas foram incubadas com 20µL do 

sobrenadante dos hibridomas produtores dos anticorpos DCN35 ou DCN47 (anti 

DC-SIGN). Após incubação no gelo por 20 minutos, as células eram lavadas e 

incubadas com anticorpos secundários (anticorpo de cabra anti IgM ou anti IgG1 

de camundongo) biotinilados (Southern Biotech) a 100µg/ml, respectivamente. 

Após 20 minutos no gelo, as células eram lavadas 2 vezes em tampão FACS e 

mantidas na presença de estreptavidina marcada com APC (Invitrogen) a 

100µg/ml. As células eram novamente lavadas, ressuspensas em tampão de 

FACS com iodeto de propídeo (50µg/ml) e analisadas por citometria de fluxo. 
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3.8 – “Citometric Bead Array” (CBA) 

Para detectar a presença de citocinas no sobrenadante das culturas eram 

utilizados kits CBA, conforme orientação do fabricante. Os sobrenadantes eram 

diluídos 1:5 ou 1:10 e incubados com 5µL da mistura de “beads” (contendo 

anticorpos anti IL-12 p70, anti TNF, anti IL-10, anti IL-1β, anti IL-6 e anti IL-8) e 

mais 5µL de anticorpo de detecção conjugado a PE. As amostras eram 

incubadas por 2h. Após esse período eram lavadas e analisadas em citometro 

de fluxo utilizando o citometric bead array analysis software da BD Bioscience. 

 

 

3.9 – Ensaios de “Mixed Leukocyte Reaction” (MLR) 

As DC, após o período de diferenciação, eram diluídas serialmente, plaqueadas 

e ativadas ou não através de LILRA2 nos experimentos de “cross-linking”, como 

descrito no item 3.6. Após 48h de estimulação, as DC eram lavadas em RPMI e 

meio de cultura não suplementado com citocinas era então adicionado. 

As PBMC de cordão umbilical eram puricicadas como descrito acima, lavadas 

em PBS e incubadas com beads anti CD4 (Miltenyi) por 15 minutos a 4°C e 

purificadas como descrito no item 3.3. 

Os linfócitos purificados eram adicionados às células dendríticas. Após 6-7 dias 

de co-cultura a 37°C, 1mCi H 3-timidina (Amersham) era adicionada às culturas, 

que foram mantidas por mais 18h. A incorporação de timidina era determinada 

por cintilação líquida utilizando o leitor 1450 Microbeta Plus (Wallac, Oy). 

 

3.10 – Fragmentos F(ab’) 2 

O sobrenadante de cultura do hibridoma produtor de anti-LILRA2 IgG2a (mantido 

em cultura em meio RPMI suplementado com apenas 2% soro fetal bovino ultra 

low IgG) (Gibco) foi filtrado e adicionado a uma coluna de proteína G sefarose 

(Amersham) a 4°C. Após todo o sobrenadante ter pass ado pela coluna por 2 

vezes, esta era lavada em PBS e o anticorpo aderido a coluna era eluido em 6 

frações de 500µL de solução 100mM de Glicina pH 2.5 (Sigma). Para neutralizar 

o baixo pH eram adicionados 50µL de solução 1M Tris pH 8.0 (Sigma). As 

frações eram avaliadas por espectometria, leitura a 260nM, e as frações 

positivas eram submetidas a diálise em PBS contendo 0.1% de azida sódica por 

12h.  
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Para gerar fragmentos F(ab’)2  foi utilizado o Kit Immunopure F(ab’)2 preparation 

kit Pierce Biotechnology (Rockford, IL), aproximadamente 3mg de anti LILRA2 

purificados foram dializados em solução 20mM acetato de sodio pH 4.5 por 12h 

e incubados com a enzima pepsina por 4h em banho-maria a 37°C sob 

constante agitação. Após a digestão, o material era aplicado em colunas de 

proteína A previamente equilibradas. O material eluído, contendo os fragmentos 

F(ab’)2 era coletado e dialisado em PBS 0.1% Azida (Tubo de diálise com poro 

de exclusão de 50kDa, Pierce, Rockford, IL). 

 

3.11 – Detecção de células LILRA2 nas lesões de pac ientes lepromatosos 

Imunofluorescência – Biópsias de pele dos pacientes com hanseníase foram 

retiradas e congeladas em nitrogênio líquido. Cortes de 5µM foram fixados em 

acetona por 10’. Após esse período, os cortes eram hidratados em PBS pH7,4 

por mais 10’ e incubados com solução PBS SFB 10% por 30’ para inibir ligações 

inespecíficas. O anti-LILRA2 (fluido ascítico diluído 1:300, fornecido pelo LATAM, 

Bio-Manguinhos, FIOCRUZ) era adicionado aos cortes e seguia-se incubação de 

1h à temperatura ambiente. Após duas lavagens em PBS, era adicionado 

anticorpo de cabra anti IgG2 de camundongo conjugado com Alexa 488 (Dako, 

Fort Collins, CO) diluído em PBS SFB 2% por 30’. Os cortes eram contra 

corados com azul de evans por 10’. Após a adição de Vectashiels (Vector Labs, 

Burlingame, CA), as lâminas eram montadas e analisadas em microscópio 

confocal (Laser scanning confocal microscopy LSM 510-Meta, Carl Zeiss, Berlim, 

Alemanha) Plataforma PDTIS/FIOCRUZ. As lâminas foram excitadas utilizando 

laser de 488nm e os seguintes filtros de emissão foram utilizados: bp 505-530nm 

para Alexa 488 e lp560nm para azul de evans. 

 

Em alguns experimentos, após a incubação com o anticorpo primário, era 

adicionado anticorpo de cabra anti IgG2a de camundongo conjugado com Alexa 

588 (Dako, Fort Collins, CO) diluído em PBS SFB 2% por 30’. Seguia-se nova 

lavagem em PBS e era adicionado anti CD68 conjugado a FITC (ficoeritrina) 

(Dako) a 10µg/mL por 2h. O núcleo era corado com bis-benzimida (Sigma) 

1µg/mL. Após a adição de Vectashiels (Vector Labs, Burlingame, CA), as 

lâminas eram montadas e analisadas em microscópio confocal.  
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3.12 – Western Blot 

As DC, estimuladas ou não, foram lavadas em PBS e subseqüentemente lisadas 

em tampão de lise (50mM Tris-HCl pH8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA pH8.0, 

0.02% azida sódica, 1% Triton X-100, 1mM ortovanadato de sodio, 1mM PMSF, 

2µg/mL aprotinina e 5µg/mL leupeptina). Após 15 minutos no gelo, as células 

eram centrifugadas a 14.000rpm por mais 15 minutos e o lisado celular era 

mantido a -70°C até posterior uso. A determinação d a concentração de proteínas 

em cada amostra foi feita pelo método de Bradford. 

As amostras (20µg) foram aplicadas em gel 12% poliacrilamida. A eletroforese 

SDS-PAGE foi realizada com gel de empacotamento/empilhamento a 6% de 

poliacrilamida e gel de corrida a 12%. A corrida foi realizada a 12mAmp por 

aproximadamente 1h em tampão de corrida  (25mM Tris base, 192mM Glicina 

pH8.3, 0.1%SDS). 

As amostras foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose 

(BioRad) por 2h a 4°C utilizando o tampão de transf erência (25mM Tris base, 

192mM Glicina pH8.3, 20% metanol). A membrana era então bloqueada 

utilizando 3%BSA em TBS por 1h, lavadas com TBS Tween 0,1% e incubada 

com anticorpo anti Tirosina fosforilada (Santa Cruz Biotechnology) 10µg/mL em 

TBS. Após 1h de incubação, a membrana era novamente lavada e incubada com 

anticorpo de coelho anti IgG1 de camundongo por 30 minutos.  

A revelação foi realizada com substrato quimioluminescente na proporção 1:1 

(Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology, CA). A 

membrana era exposta a filme (HyperFilm-βMax, Amersham) por 3 minutos. O 

filme era revelado. 
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3.13 – A busca pelo Ligante 

3.13.1 PCR – Os seguintes pares de iniciadores foram comprados da IDT 

(integrated DNA technologies, Coralville, IA). 

LILRA2 1F: 5’ TAC TAC CAA TTG CAC CAT GAC ACC CAT CCT CAC GGT 

CCT GAT C 3’ 

LILRA2 1R: 5’ CTA CTA CGG CCG ATC CTG TCA CCA CCA GCT CCA G 3’ 

LILRA2 2R: 5’ CTA CTA CGG CCG AAC CTG GGA CCA GGA GCT CCA 3’ 

LILRA2 3R: 5’ CTA CTA CGG CCG ATC CTG TGA TCA GGA TGT CCA GG 3’ 

LILRA2 4R: 5’ CTA CTA CGG CCG AAT TCT CCA CTG TGT AAT CCT GGG 3’ 

As reações de PCR foram feitas em um volume de 50µL sendo, 1µL dNTP 

10mM, 1µL iniciador F 20 nmoles, 1µL do respectivo iniciador R 20 nmoles, 1U 

Taq polimerase, 1µL do DNA da construção LILRA2 pCRII (Samaridis e Colonna, 

1997), 5µL tampão 10x e 40µL H2O MilliQ. As amostras foram amplificadas em 

termociclador (Perkin Elmer Cetus, Emeryville, CA) por 35 ciclos de: 

desnaturação a 94°C por 30’’, anelamento a 55°C por  45’’ e extensão a 72°C por 

90’’. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1.3% e 

visualizados por coloração com brometo de etideo sob luz UV.  

 

3.13.2 Purificação  – Os produtos de PCR eram purificados utilizando o Kit 

Qiagen (Gel Extraction Kit) (Qiagen, Valencia, CA), seguindo as intruções do 

fabricante. As bandas eram cortadas e a agarose dissolvida a 55°C utilizando 

300µL de tampão QC para cada 0.1g de agarose. Isopropanol era então 

adicionado, na proporção 1:3 (isopropanol:tampão). Essa mistura era adicionada 

às colunas e centrigugadas a 14.000 rpm por 30 segundos. As colunas eram 

lavadas com 700µL de tampão PE e o DNA era eluido em 50µL de tampão E. 

 

3.13.3 Digestão do produto de PCR – O produto de PCR era digerido utilizando 

a enzima Mfe I (New England Biolabs, Ipswich, MA). Para isso, 48µL do DNA 

purificado eram adicionados a 6µL de enzima Mfe I e a 6µL de tampão NE Buffer 

#4 10x. A reação era mantida a 37°C por 2h. As amos tras eram novamente 

submetidas a eletroforese em gel de agarose e à purificação. As amostras eram 

então submetidas a nova digestão, utilizando a enzima Eag I (New England 

Biolabs) e o tampão NE Buffer #3 10x. Após 2h a 37°C foi feita uma nova 

eletroforese seguida de extração como descrito acima. 
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3.13.4 Digestão do vetor  – O vetor FD1D2Ig-αTP era digerido como descrito 

acima. No entanto, após a incubação com a enzima Eag I, a amostra era 

aquecida a 75°C por 30’ e em seguida, era adicionad o 30U de CIP (Calf 

Intestinal Alkaline Phosphatase, New England Biolabs, Ipswich, MA). Após 2h a 

37°C, o vetor foi submetido a eletroforese e à puri ficação. A figura 3.1 mostra um 

esquema do vetor construído.  

 

3.13.5 Ligação  – A reação de ligação era feita da seguinte forma: 7ul do produto 

de PCR digerido eram adicionados a 40U da enzima T4 DNA ligase (New 

England Biolabs, Ipswich, MA), 1µL de tampão de ligação e aproximadamente 

0.5µg de vetor digerido. A reação era mantida por 12-18h a 15°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 – Esquema do vetor LILRA2-FD1D2-Ig-ααααTP. O vetor contem promotor de 

citomegalovírus (CMV), Fração Fc de IgG1 mutada (Fc mut), αTP e o gene da dihidrofolato 
redutase (DHFR). Os sítios das enzimas de restrição MfeI e EagI também estão indicados 
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3.13.6 Transformação  (TOPO A cloning kit – chemical transformation) – Uma 

alíquota de bactérias E. coli era descongelada e mantida no gelo juntamente 

com 2µL do produto da reação de ligação. Após 30 minutos no gelo, as bactérias 

eram colocadas a 42°C por 30 segundos. Em seguida, eram adicionados 250µL 

de meio SOC e as bactérias agitadas a 37°C por 1h. As bactérias foram 

plaqueadas em meio 2xYT (16g/L triptona, 10g/L extrato de levedura, 5g/L NaCl, 

15g/l agar) contendo ampicilina 100µg/mL e mantidas por 18h a 37°C. 

 

3.13.7 Miniprep de DNA plasmidial – Para detectar quais colônias continham o 

inserto foram realizados ensaios de minipreps utilizando kits Quiagen. As 

colônias selecionadas eram inoculadas em 3mL de meio 2xYT líquido contendo 

ampicilina a 100µg/mL e mantidas a 37°C sob constan te agitação por 10-15h. As 

bactérias eram coletadas e centrifugadas a 4000rpm por 3 minutos. O sedimento 

era ressuspenso em 250µL de tampão P1 contendo RNAse. Em seguida, eram 

adicionados 250µL de tampão P2 e 350µL de tampão N3. As amostras eram 

centrifugadas a 14000rpm por 10 minutos. O sobrenadante era colocado sobre 

as colunas e estas centrifugadas por 30 segundos a 6000rpm. As colunas eram 

lavadas em 500µL de tampão PB e posteriormente em 750µL de tampão PE. O 

DNA era eluído em 50µL de 10mM Tris-HCl, pH8.0. 

 

 

 

3.13.8 Seqüenciamento de DNA – As reações de sequenciamento foram feitas 

em um volume de 10µL sendo, 1µL de DNA obtido nos minipreps, 2µL do 

iniciador 20nmoles, 2µL “Big Dye” (ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit’ - Perkin Elmer Applied Biosystems Division, 

Foster City, CA), 5µL H20 MilliQ. As amostras foram amplificadas por 99 ciclos 

de desnaturação a 92°C por 10’’, anelamento a 50°C por 5’’ e extensão a 60°C 

por 4’ (Perkin Elmer thermal cycler 9600/9700). 

O produto amplificado era precipitado utilizando 80µL de isopropanol 75%. Após 

uma incubação de 15 minutos à temperatura ambiente, as amostras eram 

centrifugadas a 14000rpm por 20 minutos, lavadas com 250µL de etanol 70% e 

novamente centrifugadas. A análise era feita em seqüenciador automático (ABI 

377 sequencer - Applied Biosystems, Foster City, CA). 
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3.13.9 MaxiPrep de DNA Plasmidial  – As bactérias contendo o plasmídeo de 

interesse eram inoculadas em 250mL de meio 2xYT líquido contendo ampicilina 

a 100µg/mL. Após 15h a 37°C sob constante agitação,  as bactérias eram 

coletadas e centrifugadas a 6000rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante era 

removido e o precipitado ressuspenso em 10mL de tampão P1. Eram 

adicionados 10mL de tampão P2, seguia-se uma incubação de 5 minutos a 

temperatura ambiente e adicionava-se 10mL de tampão P3. O lisado era 

centrifugado por 15 minutos a 6000rpm. O sobrenadante era transferido para 

outro tubo que era centrifugado a 16000rpm por 10 minutos. Este sobrenadante 

era transferido para colunas previamente equilibradas com tampão QBT. As 

colunas eram lavadas com 30 mL de tampão QC e o DNA eluido em 15mL de 

tampão QE. Adicionava-se 10.5mL de isopropanol e as amostras eram 

centrifugadas a 3800rpm por 30 minutos. O precipitado era ressuspenso em 

500µL de etanol e novamente centrifugado por 5 minutos a 14000rpm. O 

precipitado de DNA era ressuspenso em 200-300µL de solução de Tris:EDTA 

(10mM:1mM). 

 

 

 

3.13.10 Transfecção e Cultura de Células CHO DHFR- Em uma cubeta de 

eletroporação, foram adicionadas 4 x 106 células CHO DHFR- ressuspensas em 

400µL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 30µg 

do plasmídeo. As amostras foram submetidas a eletroporação a 260V, 75Ω, 

1050µF. As células eram então plaqueadas em 10mL em meio α-MEM (alpha 

minimum essencitial medium - Gibco) sem nucleosídeos suplementado com 10% 

de soro fetal bovino dialisado, 100µg/mL de kanamicina e 200nM de 

metrotrexato (Sigma).  

A seleção dos clones positivos foi feita por Elisa. Para isso, placas de 96 poços 

eram cobertas com o anticorpo de camundongo anti IgG humano diluído em 

tampão carbonato (0.1M Na2CO3, 0.1M NaHCO3, pH9.6) a 5µg/mL por 1h a 

37°C. As placas eram lavadas 6 vezes em solução aqu osa 0,2% Tween 20. As 

amostras eram adicionadas em um volume de 200µL e mantidas a 37°C por 1h. 
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Após esse período, as placas eram lavadas por mais 6 vezes. O anticorpo 

secundário conjugado a peroxidade (anticorpo de coelho anti IgG humana 

conjugado à peroxidase HRP – Southern Biotech) diluído em PBS 5% SFB foi 

adicionado à concentração de 1µg/ml. Seguia-se mais uma incubação de 1h. As 

reações eram reveladas utilizando H2O2 diluído em ácido cítrico e Na2HPO4  e 

tetrametilbenzidina (TMB - Sigma) usado como substrato. Para bloquear as 

reações era utilizada solução 2N H2SO4. A leitura era feita em leitor de ELISA a 

490nm. 

 

3.13.11 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)  – O sobrenadante da 

cultura (aproximadamente 3L) de um dos clones altos produtores do tetrâmero 

LILRA2 foi concentrado por ultrafiltração (membrana Millipore com MWCO 

20kDa) e posteriormente purificado em coluna de gel filtração (Sephacryl S200, 

GE Healthcare) no laboratório do Dr. David Fremont (Washington University in St 

Louis, MO). As frações obtidas após a passagem pela coluna foram novamente 

testadas através de ELISA, como descrito acima. As frações positivas foram 

utilizadas nos experimentos de citometria de fluxo. 

 

 

3.13.12 Citometria de Fluxo  – Aproximadamente 200.000 células, tanto de 

células primárias como das linhagens celulares descritas na tabela 4.1, eram 

incubadas com 10µL do tetrâmero por 30’ no gelo. As células eram lavadas em 

tampão de FACS e incubadas com anticorpo de cabra anti IgG humana-

biotinilado (5µg/ml) por mais 30’. Após esse período, as células eram novamente 

lavadas e incubadas com estreptavidina conjugada a APC (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) a 5µg/ml. As células eram analisadas em citometro de fluxo. 

Em alguns experimentos, as células eram pré-incubadas com anticorpos 

(sobrenadante da cultura dos hibridomas) anti-células dendríticas (DCN) antes 

do tetrâmero ser adicionado. 
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3.13.13 – Imunoprecipitação e Espectrometria de Mas sa 

Após 5 dias em cultura, as DC eram lavadas e plaqueadas em meio RPMI sem 

cisteína e metionina suplementado com 10% SFB dializado, 100µg/mL 

kanamicina, 1mM piruvato de sódio, 2mM glutamax, IL-4, GM-CSF e 0.5mCi 35S-

metionina. As células eram incubadas por 6h a 37°C,  quando era adicionado 

mais metade do volume do meio de cultura regular das DC. As células eram 

incubadas por mais 15h e então lavadas por 3 vezes em RPMI. O precipitado de 

células era lisado em 1mL de tampão (50 mM Tris HCl pH 8, 150 mM NaCl, 5 

mM EGTA pH 8, 1.5 mM MgCl2, 10% Glicerol, 50 mM NaF, 1 mM Ortovanadato 

de sódio, 1 mM PMSF, 2µg/ml Aprotinina e 5µg/ml Leupeptina), mantido no gelo 

por 30’ e centrifugado a 12000rpm por 10’a 4°C. O s obrenadante era incubado 

com 600µL de proteína G sefarose (Invitrogen) e mantido sob constante agitação 

por 2h a 4°C. Após a centrifugação a 1500rpm por 10 ’, o sobrenadante era 

coletado e incubado com 300µL do sobrenadante DCN35 e mantido sob 

constante agitação a 4°C por 15h. Foram então adici onados 15µg de anticorpo 

de rato anti IgM de camundongo-biotinilado por 15’ e subseqüentemente foram 

adicionados 100µL de “beads” estreptavidin-sefarose 4B (Invitrogen). Como 

controle, a imunoprecipitação foi feita utilizando 2 outras IgM de origem murina. 

Os tubos foram incubados por 30’. Após serem lavados 3 vezes em tampão de 

lise, foram adicionados 100µL de tampão de redução (1% β-mercaptoetanol, 

20% glicerol, 2% SDS). As amostras foram aquecidas a 95°C e analisadas em 

SDS-PAGE. 

Em outro experimento, a imunoprecipitação foi feita utilizando células não 

marcadas radioativamente. O gel corado com colloidal Coomassie blue (Pierce), 

as bandas recortadas e analisadas por espectrometria de massa. 

 

3.14 – Análise estatística 

Os resultados referentes à produção de citocina estão expressos como 

média±SEM (erro padrão da média). O teste 1Way Anova foi utilizado na 

comparação dos grupos estudados. A análise pareada foi feita utilizando o 

Bonferroni’s Multiple Comparation Test (Software GraphPad Prism 4.0). 
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4 – Resultados 

 

4.1 – Produção de Anticorpos anti LILRA2 

Camundongos BalbC foram imunizados com a proteína recombinante solúvel 

LILRA2-IgGFc e CpG, usado como adjuvante. Os esplenócitos dos animais 

foram fusionados a células SP20. Após 15 dias, a seleção dos hibridomas 

produtores de anticorpos anti LILRA2 foi feita por citometria de fluxo utilizando 

uma mistura de células P815 transfectadas ou não com LILRA2. Os hibridomas 

produtores de anticorpos capazes de marcar somente as células transfectadas 

eram selecionados (Figura 4.1). Foram selecionados hibridomas produtores de 

anticorpos anti-LILRA2 de 3 diferentes isotipos, IgG1, IgG2a e IgG2b. Estes 

anticorpos foram posteriormente testados em PBMC e semelhante aos 

resultados já descritos (Colonna e cols., 1999) a expressão de LILRA2 foi 

observada em monócitos, granulócitos mas não em linfócitos (Figura 4.2). Em 

alguns experimentos, subpopulações de linfócitos também eram positivas para 

LILRA2 (não mostrado). 

 

Figura 4.1- Triagem dos hibridomas. O sobrenadante dos hibridomas a serem testados era 
adicionado a uma mistura de células P815 transfectadas ou não com LILRA2. Na ausência de 
anticorpos anti LILRA2, todas as células se mostravam negativas (A). Na presença de anticorpo 
inespecífico todas as células eram positivas (B). Quando um anticorpo anti-LILRA2 estava 
presente somente uma população celular se mostrava positiva. Os seguintes isotipos foram 
detectados IgG1 (C), IgG2b (D) e IgG2a (E). 
 

 

IgG1 IgG2b IgG2a 

(A) 

(C) (D) 

(B) 

(E) 
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Figura 4.2 – Análise da expressão de LILRA2 em PBMC por citometria de fluxo. As PBMC 
foram marcadas com anti LILRA2 e as diferentes populações celulares foram identificadas com 
base em tamanho e granulosidade e estão indicadas no grafico (A) pelas setas: azul – linfócitos, 
verde – monócitos e rosa – granulócitos. Histogramas de citometria de fluxo mostrando que os 
linfócitos (B) não expressam LILRA2 enquanto que  macrófagos (C) e granulócitos (D) sim.  
 

 

4.2 – “Cross –linking” do receptor LILRA2 em célula s mielóides 

Nos experimentos subseqüentes, procuramos avaliar se a ativação de LILRA2 

influenciaria a resposta imune in vitro. Para isso então começamos a utilizar 

células dendríticas já que estas são capazes de ativar linfócitos T virgens e de 

memória, direcionar o perfil de citocinas Th1 e Th2 e induzir tolerância, entre 

outros. Como o ligante da LILRA2 não foi identificado até o momento, foram 

realizados experimentos de cross-linking em células dendríticas derivadas de 

monócitos (MDDC). Os monócitos eram inicialmente mantidos em cultura na 

presença de IL-4 e GM-CSF por 5 ou 6 dias quando eram então utilizados nos 

experimentos. Procuramos observar se após a estimulação LILRA2 iria induzir 

eventos de sinalização intracelular nas MDDC. Foi detectado que a ativação via 

LILRA2 induziu um aumento no conteúdo de proteínas tirosina-fosforiladas após 
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10 e 20 minutos de estimulação (Figura 4.3). As células estimuladas com o 

anticorpo isotipo controle, anti NKp44, mostraram nível de fosforilação proteica 

semelhante ao das células não estimuladas. Este resultado indica que após o 

cross-link estava ocorrendo transdução de sinal nas MDDC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3 – Detecção de proteínas tirosina fosforiladas nas MDDC. As células eram 
estimuladas ou não com os anticorpos anti LILRA2 ou o isotipo controle em experimentos de 
“cross-linking” por 10 ou 20 minutos e então lisadas. A presença de proteínas tirosina fosforiladas 
era feita por western blot (n=2). 
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As análises funcionais das MDDC estimuladas por LILRA2 começaram a ser 

realizadas. Por citometria de fluxo foi detectado que as células estimuladas via 

LILRA2 por 36-40h apresentavam sinais de ativação. Como observamos na 

figura 4.4, as MDCC expressam CD83, e mostram aumento na expressão de 

moléculas co-estimulatórias, como CD80, CD86 e CD40, além do aumento na 

expressão de moléculas de MHC classe I e II. Nenhum desses efeitos foi 

observado quando o isotipo controle, anti NKp44, foi utilizado. Ainda foi utilizado 

um segundo anticorpo isotipo controle, anti MHC I, e novamente nenhum efeito 

sobre a expressão dos marcadores de ativação celular foi observado (não 

mostrado).  

 

 

 

Figura 4.4 – LILRA2 induz a expressão de moléculas co-estimulatórias nas MDDC. 
Histogramas de citometria de fluxo das MDDC estimuladas ou não com LILRA2 ou isotipo controle 
em experimentos de “cross-linking”. Após 36-40h de estímulo as células eram coradas com os 
anticorpos indicados. Linha cinza pontilhada – celulas marcadas somente com anticorpo 
secundário. Linha cinza continua – células não estimuladas. Linha preta fina – celulas estimuladas 
com isotipo controle, NKp44. Linha preta grossa – celulas estimuladas com LILRA2. (n=10). Em 
determinados histogramas a distinção entre as linhas cinza contínua e preta fina se tornou dificil 
devido a completa sobreposição das mesmas. 
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CD40 HLA DR MHC I 

CD80 
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Em alguns experimentos foram utilizados dois isotipos diferentes dos anticorpos 

anti LILRA2, IgG2a e IgG2b. Semelhante aos resultados obtidos anteriormente, 

onde o isotipo IgG2a foi utilizado, as células estimuladas via LILRA2 

expressavam marcadores de ativação celular enquanto que as mantidas na 

presença do isotipo controle não (não mostrado). Nos demais experimentos 

somente o isotipo IgG2a foi utilizado. 

 

Para excluir que os efeitos observados eram devido à sinalização através dos 

FcR, foram gerados fragmentos F(ab’)2 dos anticorpos utilizados. Usando estes 

fragmentos também foi possível observar a maturação das MDDC (não 

mostrado). Esses resultados indicam que a LILRA2 pode influenciar o processo 

de maturação das células dendríticas, pelo menos in vitro. 

 

O efeito da ativação através da LILRA2 na secreção de citocinas inflamatórias 

comecou a ser avaliado. As MDDC eram estimuladas via LILRA2 por 36-40h nos 

experimentos de “cross-linking” e a presença de citocinas no sobrenadante das 

culturas detectada através de CBA. Como descrito na figura 4.5.A, uma maior 

produção de TNF foi observada nas culturas estimuladas via LILRA2. Nas 

culturas não estimuladas foram encontrados 32±21.7 pg/ml, mas nas 

estimuladas via LILRA2 462±220 pg/mL e nas mantidas com o isotipo controle 

foram detectados 29±21.3 pg/mL desta citocina. A ativação através de LILRA2 

não induziu a secreção das citocinas IL-10, IL-6, IL-12 e IL-1β (não mostrado).  

 

No entanto, um forte efeito sinergístico na secreção de TNF e IL-10 pode ser 

observado quando as células eram estimuladas simultaneamente através de 

LILRA2 e TLR4. Como descrito na figura 4.5.A, a produção de TNF em resposta 

ao LPS foi de 4451±1630 pg/ml, mas quando o receptor LILRA2 também era 

ativado, foram detectados 22842±5547 pg/mL (p<0.001). Na presença do isotipo 

controle foram detectados 6950±2463pg/ml.  

 

Uma aumentada produção de IL-10 também foi observada. Enquanto nas 

culturas estimuladas unicamente com LPS foram detectados 855±257 pg/mL 

desta citocina, na presença da estimulação por LILRA2 foram observados 

4396±923 pg/mL (p<0.001). Nas culturas mantidas com o isotipo foram 
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1448±485 pg/mL de IL-10 (Figura 4.5.B). A estimulação através de LILRA2 não 

alterou os níveis de IL-6, IL-1β ou IL-12 nas culturas co-estimuladas (não 

mostrado). Com estes dados observamos que LILRA2 tem efeito sinergístico ao 

LPS na indução de secreção das citocinas inflamatórias TNF e IL-10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 – LILRA2 aumenta a produção de TNFαααα e IL-10 em resposta ao LPS. MDDC foram 
estimuladas ou não com os anticorpos indicados em experimentos de “cross-linking” na presença 
ou ausência de LPS (0.5µ g/ml). Após um periodo de 36-40h as citocinas TNF (A) e IL-10 (B) foram 
dosadas no sobrenadante por CBA, * p=0.001. (n=14) 
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Para averiguar se este efeito sinergístico era observado somente em resposta ao 

LPS, era necessário utilizar um outro estímulo capaz de ativar as MDDC. As 

culturas foram estimuladas com células J558L transfectadas com CD40L para 

mimetizar a interação CD40-CD40L. Nas culturas estimuladas através de CD40 

foram detectados 6035±3157 pg/mL de TNF no sobrenadate, enquanto nas 

estimuladas também com LILRA2 a concentração desta citocina subiu para 

23755±11883 pg/ml. A presença do isotipo controle não elevou 

significativamente os níveis de TNF (Figura 4.6.A). A estimulação via LILRA2 

também aumentou a produção de IL-10 em resposta ao CD40 (Figura 4.6.B). As 

células estimuladas somente com as células tranfectadas produziram 625±314 

pg/mL e as co-estimuladas 2047±1047 pg/ml. Com o isotipo controle a 

concentração foi de 880±449 pg/ml. A estimulação através de CD40 foi capaz de 

induzir elevada produção de IL-12 nestas culturas, no entanto o co-estímulo via 

LILRA2 não alterou significativamente a produção desta citocina (Figura 4.6.C). 

Nenhuma diferença foi também observada na secreção de IL-6, IL-8 e IL-1β (não 

mostrado).  

 

A presença destas citocinas foi também detectada nas culturas onde os F(ab’)2 

foram utilizados. Os níveis de TNF nas culturas estimuladas com LPS foram de 

1460±730 pg/ml, na presença do anti LILRA2 3460±1594 pg/ml. Com a adição 

do F(ab’)2 controle foram encontrados 2107±1199 pg/ml. O sinergismo na 

produção de IL-10 também foi confirmado utilizando esses fragmentos. Enquanto 

as células estimuladas com LPS produziram 1163±490 pg/ml, as co-estimuladas 

secretaram 2464±850 pg/ml. Nas culturas onde o F(ab’)2 controle foi utilizado 

foram encontrados 1283±638 pg/mL de IL-10. Estes resultados indicam que o 

sinergismo observado é decorrente da estimulação via LILRA2 e não se deve 

exclusivamente a sinalização via FcR.  

 

 

 

 

 

 

 



  Resultados 

 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 – LILRA2 aumenta a produção de TNF e IL-10, mas não a de IL-12, em resposta ao 
CD40L. MDDC foram estimuladas ou não com os anticorpos indicados em experimentos de 
“cross-linking” na presença ou ausência de células J558L transfectadas ou não com CD40L. Após 
um periodo de 36-40h as citocinas TNF (A), IL-10 (B) e IL-12 (C) foram dosadas no sobrenadante 
por CBA. (n=4) 
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Para avaliar se LILRA2 também tem efeito ativador em outra célula de origem 

mielóide, foram realizados experimentos de “cross-linking” em monócitos. Foi 

observado que a ativação de LILRA2 induz a secreção de TNF e de IL-1β por 

estas células. Nas culturas estimuladas via LILRA2 foram detectados 

746±262pg/mL de TNF (Figura 4.7.A). Nas culturas estimuladas com o isotipo 

controle foram observados 311±142pg/ml. A concentração de IL-1β foi de 

2620±316pg/mL nas culturas estimuladas com LILRA2 e 810±117pg/mL com o 

isotipo controle (Figura 4.7.B). O efeito sinergístico entre LPS e LILRA2 foi 

observado somente na produção de TNF, com um aumento de 10X na produção 

desta citocina (não mostrado). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 – LILRA2 aumenta a produção de TNF e IL-1β em monócitos. Monócitos foram 
estimulados ou não com os anticorpos indicados em experimentos de “cross-linking”. Após um 
periodo de 36-40h as citocinas TNF (A) e IL-1β (B) foram dosadas no sobrenadante por CBA. 
(n=3) 
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Recentemente vem sendo observado que as moléculas adaptadoras contendo 

domínios ITAM também podem transmitir sinais inibidores, especialmente 

quando doses baixas de LPS são utilizadas (Hamerman e cols, 2005). Para 

detectar se o efeito sinergístico entre LILRA2 e o TLR4 também ocorre quando 

concentrações mais baixas de LPS são usadas foi feita uma cinética de dose-

resposta. Como mostrado na figura 4.8, na presença de LILRA2, a adição de 

LPS em concentrações que variaram de 1µg/mL até 320pg/mL foi capaz de 

induzir maior secreção de IL-10. Mesmo utilizando doses menores de LPS, até 

0,02pg/ml, nenhum efeito inibidor de LILRA2 pode ser identificado. O efeito 

sinergístico entre LILRA2 e LPS na produção de TNF foi observado de 1µg/mL 

até 64pg/mL (não mostrado). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.8 – LILRA2 aumenta a produção de IL-10 em resposta a diferentes concentrações 
de LPS. MDDC foram estimuladas ou não com os anticorpos indicados em experimentos de 
“cross-linking” na presença ou ausência de diferentes concentrações de LPS. Após um período de 
36-40h a IL-10 foi dosada no sobrenadante por CBA. (n=2) 
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Analisamos ainda o impacto da estimalação via LILRA2 na capacidade 

aloestimulatória das MDDC. As células dendríticas eram estimuladas em 

experimentos de cross-linking por 2 dias, lavadas e mantidas em cultura com 

meio de cultura não suplementado com citocinas. Os linfócitos T CD4 virgens, 

obtidos de cordão umbilical, eram então adicionados às MDDC. Após 6 dias de 

co-cultura a linfoproliferação era medida por cintilação líquida. Como descrito na 

figura 4.9 uma aumentada proliferação das células T CD4 foi detectada nas 

culturas onde as DC foram estimuladas por LILRA2 quando comparada com as 

não estimuladas ou tratadas com isotipo controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9 – MDDC estimuladas através de LILRA2 estimulam a proliferação dos linfócitos T 
CD4. MDDC foram estimuladas ou não com os anticorpos anti LILRA2 ou o isotipo controle em 
experimentos de “cross-linking” por 2 dias. O meio contendo IL-4 e GM-CSF era substituido por 
outro não suplementado com citocinas e os linfócitos T CD4, obtidos de cordão umbilical, eram 
adicionados as culturas na proporção indicada (linfócito/MDDC). As culturas eram mantidas por 
mais 6 dias quando H3-timidina era adicionada. Apos 18h os resultados eram avaliados por 
cintilação líquida. Experimento representativo de 3. 
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4.3 - Expressão de LILRA2 nos tecidos 

Bleharski e cols (2003) detectaram maior expressão gênica de LILRA2 nas 

lesões de pacientes lepromatosos, quando comparados a pacientes 

tuberculóides. Em experimentos iniciais feitos em colaboração com Dr. William 

Verni foi possível observar a presença de algumas células LILRA2+ nos sinos 

(Figura 4.10.A) e no centro germitavivo de linfonodos (Figura 4.10.B) e em 

amígdalas (Figura 4.10.D). Nenhuma célula positiva foi encontrada na pele 

saudável (Figura 4.10.C). 

 

 

Figura 4.10 – Expressão de LILRA2 em linfonodos (a and b), pele (c) e amígdalas (d). A 
presença de celulas LILRA2+ foi observada no sinus (SN) e no centro germinativo (GC) dos 
linfonodos e também em amígdalas. Nenhuma reatividade foi observada em células de 
Langerhans e celulas dendríticas da derme de pele saudavel. PF indica folículo primário e CP 
indica cápsula. 
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Para detectar a expressão proteica deste receptor em biópsias dos pacientes 

lepromatosos foram feitos experimentos de imunofluorescência. Como descrito 

na figura 4.11, a expressão de LILRA2 pode ser detectada nas lesões dos 

pacientes. Nos experimentos subseqüentes, foi detectado que o padrão de 

expressão de LILRA2 no infiltrado inflamatório presente nas lesões lepromatosas 

é semelhante ao do CD68 e CD14, marcadores presentes em 

macrófagos/monócitos (não mostrado). Raras células LILRA2+ foram 

encontradas em lesões tuberculóides. 

 

 

 

Figura 4.11 – Expressão de LILRA2 em lesões de pacientes com hanseníase. A presença de 
celulas LILRA2+ (fluorescência verde) foi observada na derme,mas não na epiderme, das lesões 
lepromatosas (B). Nenhuma reatividade foi observada em amostras tratadas com o isotipo controle 
(A). As biópsias foram contra-coradas com azul de evans (Fluorescência vermelha). A visualização 
das lâminas foi feita por microscopia confocal, aumento x40. 
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4.4 - Efeito das Micobactérias sobre as DC 

Sabendo que a ativação de LILRA2 pode influenciar a ativação das células 

dendríticas, começamos a avaliar se a presença do M. leprae modularia o estado 

de ativação destas células. Foi inicialmente avaliado se a presença do M. leprae 

induziria a secreção de citocinas pelas células dendríticas. Como descrito na 

figura 4.12, o M. leprae induziu quantidades muito inferiores às observadas nas 

culturas estimuladas com M. tuberculosis. Nas culturas estimuladas com M. 

leprae a 5, 10 ou 50µg/mL foram detectados 365±228, 324±84 e 750±319 pg/mL 

de TNF, respectivamente. Porém, na presenca destas mesmas concentrações 

de M. tuberculosis níveis mais altos de TNF foram encontrados, 6565±1918, 

11563±3521 e 28835±18501. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12 – M. tuberculosis, mas não o M. leprae induz a secreção de TNF de forma dose 
dependente. As MDDC foram incubadas com diferentes concentrações de micobactérias (5, 10 e 
50µ g/ml, correspondendo a MOI 10, 20 e 100) ou LPS (0.5µ g/ml) por 36-40h. Após esse periodo o 
SN era coletado e a presença de citocinas analisada por CBA. (n=3) 
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Em seguida, os níveis de IL-10 também foram quantificados. Nas culturas 

estimuladas com 10µg/mL de M. leprae já foi possível detectar este mediador, 

526±177pg/ml. Nas culturas controles foram encontrados 70±35pg/ml. Mais uma 

vez o M. tuberculosis induziu maiores níveis de citocina, 1888±806 (Figura 4.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.13 – M. tuberculosis e M. leprae induzem a secreção de IL-10. As MDDC foram 
incubadas com M. leprae, M. tuberculosis (10µ g/ml, correspondendo a MOI 20) ou LPS (0.5µ g/ml) 
por 36-40h. Após esse periodo o SN era coletado e a presença de citocinas analisada por CBA. 
(n=3) 
 
 

 

Ainda observamos que nas culturas estimuladas com M. leprae ocorre aumento 

na expressão de CD83 e CD86 de forma dose dependente (Figura 4.14), ainda 

que de forma menos eficiente que nas culturas mantidas na presença de M. 

tuberculosis (não mostrado). 
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Figura 4.14 – M.leprae induz a expressão de moléculas co-estimulatórias nas MDDC. 
Histogramas de citometria de fluxo das MDDC estimuladas ou não com M. leprae. Após 36-40h de 
estímulo as células eram coradas com os anticorpos CD86 (A) ou CD83 (B). Linha verde – celulas 
não estimuladas. Linha vermelha  – células estimuladas com M. leprae 5µ g/ml. Linha azul – 
células estimuladas com M. leprae 50µ g/ml. Histograma de experimento representativo de 3. 
 

 

 

Em novos experimentos de “cross-linking” nenhum efeito sinergístico entre o M. 

leprae e LILRA2 foi observado (Figura 4.15). Diferente do observado quando as 

culturas eram estimuladas com LPS ou M. tuberculosis. Enquanto nas culturas 

estimuladas unicamente com M. leprae foram detectados 1445 pg/mL desta 

citocina, com a co-estimulação via LILRA2 foram observados 2097 pg/ml. Nas 

culturas mantidas com o  isotipo foram 1711 pg/mL de TNF. Já nas culturas 

estimuladas com M. tuberculosis foram encontrados 9277pg/mL e nas co-

estimuladas 17638. Com o isotipo controle foram 7365 pg/mL de TNF. 
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Figura 4.15 – M. leprae não tem efeito sinergístico a LILRA2 na produção de TNF. MDDC 
foram estimuladas ou não com os anticorpos indicados em experimentos de “cross-linking” na 
presença ou ausência de M. leprae ou M. tuberculosis (5 e 50µ g/ml, correspondendo a MOI 10 e 
100) ou LPS (0.5µ g/ml). Após um periodo de 36-40h, TNF foi dosado no sobrenadante por CBA. 
Experimento representativo de 3. 

 

 

4.5 - A busca pelo ligante 

Para tentar identificar o ligante de LILRA2 foi construída uma proteína 

recombinante formada pela LILRA2 conjugada à fração Fc de IgG e a αTP 

(alpha tail piece). A αTP quando conjugada à fração Fc das IgA é a responsável 

pela formação dos dímeros dessa imunoglobulina, no entanto, quando 

conjugada a fração Fc das IgG ocorre a formação de multímeros, levando à 

formação de dodecâmeros (descrito nas páginas seguintes como tetrâmero). É 

importante ressaltar que a fração Fc-IgG foi previamente mutata em seu sítio de 

ligação, evitando assim a ligação inespecífica do tetrâmero a receptores Fc. 

 

Inicialmente foram realizados PCR para amplificar a região extracitoplasmática 

de LILRA2. Foram amplificados diferentes fragmentos, contendo um, dois, três 

ou os quatro domínios Ig-like. A figura 4.16 mostra a foto do gel contendo os 

diferentes fragmentos de LILRA2. Os fragmentos foram purificados, digeridos e 
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inseridos no vetor. Os produtos de PCR tinham os seguintes tamanhos 383pb, 

685pb, 983pb e 1330pb. 

 

O vetor contendo os insertos foi transfectado em células CHO DHFR- e as 

células produtoras da molécula recombinante foram selecionadas por ELISA. 

Células produtoras de tetrâmeros contendo 1, 2 ou os 4 domínios Ig-like da 

LILRA2 foram obtidas. Somente o tetrâmero contendo a LILRA2 completa foi 

utilizado, já que o sítio de ligação ao ligante poderia estar presente nos domínios 

mais distais da molécula, semelhante ao observado com LILRB1 e B2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4.16 – Amplificação da região extracelular de vários domínios de LILRA2 por PCR. 
Diferentes fragmentos da região extracelular de LILRA2, contendo 1, 2, 3 ou os 4 domínios Ig-like 
(canais 1 a 4, respectivamente) foram amplificados por PCR. MPM – marcador de peso molecular. 
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Aproximadamente 2 litros do sobrenadante das culturas foram posteriormente 

fracionados por FPLC. A figura 4.17 mostra o gráfico obtido durante a 

cromatografia em coluna de gel filtração. As frações positivas foram novamente 

identificadas por ELISA. O tetrâmero foi detectado nas primeiras frações (seta 

indicativa no gráfico). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4.17 – Fracionamento por FPLC do sobrenadante das culturas de células CHO 
produtoras do tetrâmero. A seta indica o pico correspondente às frações onde o tetrâmero foi 
encontrado. 
 

 

 

Para identificar possíveis células que expressassem o ligante da LILRA2, 

adicionávamos 10µL da fração contendo o tetrâmero a diversos tipos de 

linhagens celulares  e também células primárias (Tabela 4.1). Para detectar a 

possível ligação era utilizado um anticorpo secundário anti hIgG-Fc. Os 

resultados eram analisados por citometria de fluxo. 
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Tabela 4.1 – Lista das células humanas testadas qua nto à ligação ao tetrâmero. 
 

Nome Tipo Celular Nome Tipo Celular 

NALM6  Linfoma de células  pre-B SV80  Fibroblato transformado por SV40* 

K562  Linfoma mieloide HT 1080   Fibrosarcoma 

KGI  Linfoma agudo pro-
mielomonocítico 

HCC 1395 Carcinoma mamário 

Reh  Limfoma agudo 
linfoblástico 

MCF Adenocarcinoma mamário 

HL 60  Linfoma agudo mielóide A549 Carcinoma de pulmão 

U937  Linfoma monocítico KJ29 Carcinoma renal 

Raji  Linfoma de linfócitos B HEK 293 Linhagem de rim embrionário 
transformada por adenovírus 

Daudi  Linfoma de linfócitos B KN2  Linfoma de linfócitos B 

RPMI8866  Linfoma de linfócitos B SKLMSI  Miosarcoma 

Jurkat  Linfoma de linfócitos T Colo 38  Carcinoma de cólon 

NK92  Linfoma de células NK LAZ 221  Linfoma agudo linfocítico 

Meljuso  Melanoma   

SK-Mel 15  Melanoma   

MZ2 - Mel Melanoma Linfócitos (CD3+) 

FO-I  Melanoma Monócitos (CD14+) 

U373 Glioblastoma DC células dendríticas 

HTB 12  Glioblastoma NK células natural killer 

IGROV Carcinoma de ovário pDC plasmacitóide DC 

*SV40 – simiam virus 40 
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Foram utilizadas nos experimentos linhagens celulares de origem linfóide, 

mielóide, além de células epitelias, endoteliais, fibroblastos e carcinomas de 

diversos tipos, nenhuma ligação do tetrâmero foi observada. A lista de todas as 

linhagens testadas pode ser vista na tabela 4.1. A figura 4.18 mostra alguns 

histogramas representativos. Da mesma maneira, as seguintes células primárias: 

linfócitos, estimulados ou não, monócitos, células NK e pDC (células dendríticas 

plasmacitóides, não mostrado) também se mostraram negativas. No entanto, o 

tetrâmero foi capaz de se ligar a células dendríticas imaturas e também a 

monócitos mantidos na presença de IL-4 (figura 4.19), mas não na de IL-2, IL-15, 

GM-CSF (não mostrado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18 – Tetrâmero não se liga a linhagens celulares. As linhagens celulares de diversas 
origens foram incubadas com o tetrâmero (linha rosa) ou somente com os anticorpos secundários 
(linha preta) e avaliadas por citometria de fluxo. Histogramas representativos de alguns dos tipos 
celulares são mostrados. Para todas as células testadas nenhuma ligação ao tetrâmero foi 
observada. (n=3) 
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Figura 4.19 – Tetrâmero se liga a células dendríticas e monócitos estimulados com IL-4. As 
células, estimuladas ou não, foram incubadas com o tetrâmero (linha verde) ou somente com os 
anticorpos secundários (linha preta) e avaliadas por citometria de fluxo. Linfócitos estimulados com 
IL-2 e PHA (B) ou não (A), células NK mantidas em cultura na presença de IL-2 (C) e monócitos 
(D) não se ligaram ao tetrâmero (n=3). Monócitos estimulados com IL-4 (E) ou células dendríticas 
(F) se ligaram ao tetrâmero (n=20).  
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Embora o tetrâmero tenha alta avidez, sua afinidade pela molécula alvo é 

possívelmente baixa, o que impossibilita seu uso para experimentos de 

imunoprecipitação. O passo seguinte então foi procurar um anticorpo que 

bloqueasse a ligação do tetrâmemo à célula alvo. Uma biblioteca de anticorpos 

anti células dendríticas já estava disponível no laboratório do Dr Marco Colonna. 

Toda a biblioteca foi testada e um dos anticorpos, denominado DCN35 se 

mostrou capaz de inibir a interação LILR2-célula dendrítica (Figura 4.20.A). A 

utilização do isotipo controle não interferiu na interação tetrâmero-DC (Figura 

4.20.B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.20 - DCN35 inibe a ligação da LILRA2 a células dendriticas. As células dendríticas 
foram pré-incubadas (linha rosa) ou não (linha azul) com o anticorpo DCN35 (A) ou um isotipo 
controle (B), posteriormente o dodecâmero foi adicionado e os resultados foram avaliados por 
citometria de fluxo. Células incubadas somente com os anticorpos secundários (linha preta) foram 
utilizadas como controle negativo. Histograma representativo de 15 experimentos. Tet. – tetrâmero 
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Foram realizados ainda experimentos de cinética para avaliar se a expressão da 

molécula reconhecida pelo DCN35 coincidia com a ligação do tetrâmero às 

células dendríticas. No primeiro dia de cultura com IL-4 e GM-CSF não há 

ligação do tetrâmero às DC e também não ocorre ligação do DCN35 a estas 

células. No entanto, a partir do terceiro dia começamos a detectar 

simultaneamente a ligação do tetrâmero e do DCN35 às células. A intensidade 

de fluorescência da ligação dos dois reagentes foi aumentando até o oitavo dia 

de cultura (Figura 4.21). Todos estes resultados sugeriam que DCN35 poderia 

reconhecer o ligante de LILRA2. Este anticorpo, embora sendo do isotipo IgM foi 

utilizado nos experimentos de imunoprecipitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.21 – Tetrâmero e DCN35 se ligam a células dendríticas de forma tempo dependente. 
Células dendríticas foram mantidas em cultura por diferentes períodos de tempo (3, 5 ou 8 dias) e 
a ligação do tetrâmero (linha verde) e de DCN35 (linha azul) foi avaliada por citometria de fluxo. 
Células incubadas somente com os anticorpos secundários (linha preta) foram utilizadas como 
controle negativo. Histograma representativo de 2 experimentos. 
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Para tentar identificar a molécula reconhecida pelo anticorpo DCN35, o possível 

ligante da LILRA2, foram realizados experimentos de imonoprecipitação (IP). As 

células dendríticas foram marcadas com enxofre radioativo (S35) e DCN35 foi 

utilizado para a precipitação. O precipitado foi avaliado por eletroforese e 

autoradiografia. Dois anticorpos do mesmo isotipo foram utilizados como 

controle. Uma banda de aproximadamente 60Kda foi observada na IP feita com 

DCN35 (Figura 4.22). Um segundo experimento de IP foi realizado e a banda de 

60kDa foi avaliada por espectrometria de massa. No entanto, os resultados não 

foram satisfatórios, já que grande quantidade de imunoglobulina foi identificada 

durante esta análise.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.22 – Imunoprecipitação feita em células dendríticas utilizando DCN35. Células 
dendríticas foram marcadas radioativamente (S35) e DCN35 foi utilizado para a imunoprecipitação. 
Dois anticorpos do mesmo isotipo foram usados como controles. Marcadores de peso molecular 
também podem ser visualizados. Uma banda de aproximadamente 60kDa (indicada com um ponto 
azul) foi vizualizada. 
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Foram feitos ainda experimentos para analisar a possível interação entre o 

tetrâmero e diversas linhagens transfectadas também disponíveis no laboratório 

do Dr Marco Colonna. Observamos que o tetrâmero se ligava a células DC-

SIGN+. No entanto, já esta decrito que DC-SIGN interage com moléculas ricas 

em manose. Como o tetrâmero foi produzido em células CHO onde a 

glicosilação da proteínas é rica em manose, isto nos levou a crer que a interação 

entre o tetrâmero e as MDDC poderia ser apenas devida ao excesso de manose 

presente nesta molécula recombinante. Foi realizado então um experimento 

onde as MDDC foram pré-incubadas com Manana, capaz de saturar os 

receptores que reconhecem manose, e posteriormente com o tetrâmero. Como 

descrito na figura 4.23, a presença de manana aboliu a interação entre LILRA2 e 

as MDDC ou com as células transfectadas. Sendo assim, não foi possível 

identificar o ligante da LILRA2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.23 – Manana inibe a ligação da LILRA2 a células DC-SIGN+. As células dendríticas (A) 
ou THP-1 transfectadas com DC-SIGN (B) foram pré-incubadas (linha azul) ou não (linha verde) 
com manana. Posteriormente o tetrâmero foi adicionado e os resultados foram avaliados por 
citometria de fluxo. Células incubadas somente com os anticorpos secundários (linha preta) foram 
utilizadas como controle negativo. Expressão de DC-SIGN nas células dendríticas (C) e nas THP1 
DC-SIGN+ (D). Histograma representativo de 2 experimentos. 
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5 – Discussão 

 

O ligante de LILRA2 

Embora os experimentos de “cross-linking” possam contribuir para o 

entendimento da fiosiologia do LILRA2, para entender a fisiologia do LILRA2 

será essencial identificar seu ligante. Várias tentativas já foram realizadas. No 

laboratório do Dr. M. Colonna, inicialmente foram desenvolvidos dímeros de 

LILRA2 conjugados à fração Fc das Ig murinas (M. Colonna, comunicação 

pessoal). Esta molécula recombinante foi utilizada na triagem de diversos tipos 

celulares, mas nenhuma ligação do dímero foi encontrada. Ainda neste período, 

eles observaram que tetrâmeros do MHC não se ligavam a células transfectadas 

com LILRA2. Ficou assim evidente que diferente do LILRB1 e B2, LILRA2 não 

reconhecia moléculas do HLA. No entanto nenhuma informação a respeito do 

ligante para este receptor foi obtida. 

 

Posteriormente foi desenvolvida uma linhagem celular LILRA2 “reporter” (M. 

Colonna, comunicação pessoal). Neste sistema quando LILRA2 fosse ativada a 

célula teria fluorescência verde que seria detectada por citometria de fluxo. Em 

experimentos de “cross-linking”, LILRA2 era ativado e a fluorescência detectada, 

indicando que o sistema funcionava. Porém o contato com nenhuma célula 

induziu a ativação do reporter. 

 

Na tentativa de gerar um reagente com alta afinidade e/ou avidez que 

possibilitassse a busca pelo ligante, foi então utilizado o vetor que possibilita a 

secreção do dodecâmero (descrito na tese como tetrâmero). Este vetor se 

mostrou bastante eficiente pois apresenta promotor de citomegalovírus que 

favorece a alta expressão do inserto. A presença do αTP possibilita a formação 

de multímeros, dando a molécula recombinante maior avidez pelo seu ligante. 

Esta maior avidez é especialmente importante para receptores ativadores já que 

eles tendem a ter menor afinidade que os receptores inibidores. Com o uso de 

metotrexato nas culturas ainda se pode favorecer uma maior secreção da 

molécula recombinante. A utilização do fração Fc mutada em seu sítio de ligação 

reduz/inibe interações inespecíficas desta molécula recombinante com células 
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que expressem FcR humano. De fato, nenhuma interação foi detectada entre o 

tetrâmero e células transfectadas com CD32 (não mostrado). 

 

Como descrito na figura 4. 19, o tetrâmero se ligou a DC e a monócitos mantidos 

na presença de IL-4. Um anticorpo, DCN35, capaz de bloquear esta interação foi 

identificado (Figura 4.20) e usado em experimentos de imunoprecipitação, já que 

este anticorpo possivelmente reconhecia o ligante de LILRA2. Nestes 

experimentos de imunoprecipitação e espectrometria de massa foi utilizado o 

sobrenadante da cultura dos hibridomas contendo o anticorpo DCN35. No 

entanto, este sistema não foi eficiente porque grande quantidade do anticorpo foi 

detectada na espectrometria de massa, especialmente porque nossa banda de 

interesse tinha 60kDa, tamanho próximo àquele da cadeia pesada das 

imunoglobulinas (50kDa). Para sanar este problema, o DCN35 deveria ser 

purificado e utilizado em experimentos de imunoprecipitação com o anticorpo 

imobilizado em colunas. Desta forma, a proteína reconhecida pelo DCN35 

estaria livre de imunoglobulinas no gel. A eletroforese em gel bidimensional 

também poderia ser utilizada para obter uma melhor separação das possíveis 

proteínas presentes no gel. No entanto, detectamos que o tetrâmero se ligava a 

células transfectadas com DC-SIGN e que a adição de manana era capaz de 

bloquear esta interação (Figura 4.21). Manana também inibiu a ligação das DC 

com o tetrâmero (Figura 4.21). Estes resultados sugeriam que a interação do 

tetrâmero com as células ocorria em decorrência do excesso de manose 

provavelmente presente no tetrâmero produzido em células CHO.  

 

Uma alternativa seria “subclonar”, remover o fragmento LILRA2-Fc-αTP, coloca-

lo em outro vetor e transfectá-lo em uma linhagem celular de origem humana. 

Este processo não foi bem sucedido (não mostado) já que as células HEK 293, 

amplamente utilizadas em experimentos de transfecção, não secretaram a 

proteína recombinante.  
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Com estes resultados algumas hipóteses a respeito do ligante do LILRA2 foram 

formuladas: 

1. A afinidade do tetrâmero não é suficiente para detectar a presença do 

ligante da LILRA2 ou o excesso de manose inibe a interação com o 

verdadeiro ligante. 

2. As células que expressam o ligante não foram testadas. Embora tenham 

sido testadas células de origens diferentes (tabela 4.1) esta hipótese não 

pode ser descartada. 

3. O ligante é expresso sob condições não testadas. Células primárias 

(Figura 4.17) e linhagens celulares (não mostrado) foram estimuladas com 

citocinas e mitógenos mas nenhuma interação foi detectada. 

4. O ligante é solúvel. Utilizando o tetrâmero não é possível detectar 

interação com moléculas solúveis. Para detectar esta interação, a 

molécula a ser testada poderia ser imobilizada em placas e a ativação da 

linhagem LILRA2 reporter avaliada por citometria de fluxo. 

5. O ligante não é endógeno. Foram realizados experimentos utilizando 

fibroblastos infectados com citomegalovírus, pois este vírus induz a 

expressão de moléculas “MHC-like” na célula hospedeira. Aqui também 

não detectamos interação das células com o tetrâmero (não mostrado).  

Tendo como base os resíduos de aminoácidos presentes nos domínios “Ig-like” 

D1 e D2, onde está localizado o sítio de ligação ao MHC dos receptores LILRB1 

e B2, os receptores foram divididos em 2 grupos (Willcox e cols, 2003). Um 

destes grupos seria aquele capaz de reconhecer HLA. Esta interação já foi 

confirmada para os receptores LILRB1, B2 e A1. No entanto, nenhuma interação 

foi observada entre o MHC e LILRA2 ou A3 que também estão localizados neste 

grupo. Curiosamente, LILRA2 contem apenas duas substituições não 

conservativas em relação ao sítio de ligação descrito em LILRB1. Logo, existe a 

possibilidade de nenhum dos reagentes testados até o momento ter tido 

afinidade suficiente para detectar a interação LILRA2-MHC ou LILRA2 se ligar a 

alguma outra molécula que tenha uma conformação quaternária semelhante à 

do MHC I. Já no segundo grupo, que inclui LILRB3, B4, B5, A4, A5 e A6, este 

sítio é bem diferente, sugerindo que estes receptores não devem reconhecer 

moléculas do MHC. Sendo assim, uma nova estratégia será necessária para 

encontrar o ligante destes receptores. 
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LILRA2 na Imunologia 

Os receptores LILR foram inicialmente identificados utilizando iniciadores 

desenhados para amplificar moléculas da família das imunoglobulinas e também 

na procura por receptores para a molécula viral UL18, uma proteína do 

citomegalovírus semelhante ao MHC classe I. Logo foi descrito que alguns 

destes receptores reconheciam moléculas do HLA, especialmente LILRB1 e B2. 

A presença de receptores LILR inibidores nas células mielóides começou a ser 

descrita como um mecanismo vantajoso pelo qual monócitos, macrófagos e DC 

podem regular a resposta inflamatória a antígenos próprios. O reconhecimento 

de moléculas do MHC por estes receptores em células mielóides representa 

assim uma expansão do conceito do reconhecimento do próprio além daquele já 

caracterizado em células T e NK.  

 

A função e o ligante dos demais receptores não são conhecidos. Diversos 

autores (Colonna e cols, 2000; Brown e cols, 2004) começaram a atribuir 

funções imunomodulatórias a estes receptores, já que estes parecem influenciar 

a sinalização induzida por outros receptores, como os TLR. Estas observações 

foram feitas tanto estudando membros ativadores como inibidores da família. 

LILRB1 modula negativamente a sinalização iniciada pelo TCR (Dietrich e cols, 

2001), enquanto LILRA4 inibe a produção de IFNα por células dendríticas 

plasmacitóides (Cao e cols, 2006), entre outros.   

 

Este efeito imunomodulador também vem sendo observado quando LILRA2 é 

ativado. Huynh e cols (2007) detectaram que macrófagos ativados via LILRA2 

em experimentos de “cross-linking” secretam TNF e esta é inibida na presença 

de dexametasona. De forma semelhante, Bleharski e cols (2003) observaram 

que o “cross-linking” deste receptor em monócitos ativados com IFNγ reduz a 

secreção de IL-12 e aumenta a de IL-10 em resposta ao LPS. A ativação de 

LILRA2 ainda reduziu a atividade microbicida dos macrófagos. Como descrito na 

figura 4.7 foi detectado que além de induzir a produção de TNF por monócitos, o 

“cross-linking” de LILRA2 induz também a secreção de IL-1β por estas células. A 

produção de IL-8, IL-12, IL-10 e IL-6 no entanto não foi afetada após a 

estimulação (não mostrado). Nos experimentos realizados por Bleharski e cols 
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(2003), diferente dos realizados em nosso laboratório, os monócitos foram 

previamente ativados com IFNγ. Estes autores foram capazes de detectar maior 

produção de IL-10 pelos macrófagos ativados via IFNγ e LILRA2. No futuro será 

importante investigar se o estágio de ativação celular é importante para 

determinar as citocinas secretadas em resposta a ativação via LILRA2. Os 

nossos resultados confirmam dados anteriores da literatura já que a ativação de 

LILRA2 induziu a secreção de TNF por monócitos e ainda adicionam que o efeito 

ativador da LILRA2 não é observado em outras citocinas inflamatórias 

produzidas por estas células. 

 

Além de investigar o efeito da ativação de LILRA2 em monócitos, em nosso 

laboratório foram feitos experimentos utilizando DC. A secreção de citocinas e a 

expressão de moléculas co-estimulatórias foi avaliada após a estimulação via 

LILRA2. Como descrito na figura 4.4 as DC após o “cross-linking” expressavam 

marcadores de ativação celular (CD80, CD86, CD83 e CD40) além de 

aumentada expressão de HLA I e II. Esta é a primeira vez onde o efeito ativador 

de um receptor LILR é observado em moléculas co-estimulatórias. O aumento na 

expressão de moléculas co-estimulatórias é importante para garantir a 

capacidade estimulatória das DC. No entanto, as células estimuladas somente 

por LILRA2, embora apresentem marcadores de ativação, não parecem ser 

potentes produtoras de citocinas. Nestas culturas foi encontrada a presença de 

TNF, mas estes níveis não foram significativos quando comparados ao isotipo 

controle. Como descrito posteriormente neste texto, as DC com este perfil 

parecem estar envolvidas na indução de tolerância. 

 

As DC ativadas via LILRA2 induziram a proliferação dos linfócitos T virgem 

(Figura 4.9). Ainda não foi possível determinar se estas DC ativadas via LILRA2 

direcionam a diferenciação dos línfócitos para o perfil Th1 ou Th2. A presença de 

IL-12, citocina que direciona para perfil Th1, não foi encontradas nas culturas. 

Ainda procuramos identificar a presença de OX40L e ICOSL (não mostrado), que 

favorecem o perfil Th2, mas nenhuma diferença foi encontrada. Outros 

experimentos precisam ser realizados. A identificação de citocinas intracelulares 

presentes nos linfócitos T pode mostrar se estas células têm perfil Th1, Th2 ou 
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mesmo Th0. A análise de outras moléculas co-estimulatória como, B7-H3, B7-H4 

ou mesmo LILRB3 e LILRB4 presentes na superfície das DC ativadas via 

LILRA2 pode auxiliar no direcionamento da resposta imune. A presença de 

células T regulatórias também deve ser investigada, já que a IL-10 é detectada 

nas culturas (Figuras 4.5 e 4.6). 

 

Os resultados decritos neste trabalho são a primeira demonstração de que 

LILRA2 pode influenciar a produção de citocinas iniciadas por 2 vias diferentes 

de ativação das DC. Forte efeito sinergístico na produção de TNF e IL-10 foi 

observado quando as DC eram estimuladas simultaneamente via LILRA2 e 

TLR4 ou CD40 (Figuras 4.5 e 4.6). Estes resultados indicam que LILRA2 pode 

estar envolvido na regulação da resposta imune, aumentando a secreção de 

citocinas e a expressão de moléculas co-estimulatórias nas células mielóides 

ativadas. 

 

Embora com estes experimentos funcionais já tenha sido possível observar que 

LILRA2 pode sim atuar como um receptor ativador e/ou imunomodulador, muitos 

outros ainda precisam ser feitos para esclarecer a função dele na resposta 

imune e em processos patológicos. No entanto, para estudar a total contribuição 

de LILRA2 na produção de citocinas e ativação das células mielódes é essencial 

identificar o ligante deste receptor. Será importante validar os resultados 

observados até agora nos experimentos in vitro. Ao identificar o ligante para este 

receptor será também possível identificar as circunstâncias onde ele pode ser 

ativado in vivo. 

 

É importante ressaltar que os experimentos de “cross-linking” requerem muitos 

controles quando realizados em células que expressem FcR, como é o caso das 

DC e dos monócitos utilizados neste estudo. Neste sentido, foram realizados 

experimentos onde o sobrenadante dos hibridomas era fervido antes de ser 

usado nos experimentos de “cross-linking” e também foram utilizados F(ab’)2. 

Nos dois casos os resultados foram muito satisfatórios. Quando o sobrenadante 

foi fervido, nenhum efeito sinergísico de LILRA2 foi observado na produção de 

citocinas  ou na indução de moléculas co-estimulatórias (não mostrado). Já com 

o uso de Fab2, foi observado que semelhante aos resultados obtidos utilizando o 
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anticorpo íntegro, ocorria um aumento na expressão dos marcadores de ativação 

e sinergismo na produção de citocinas. No entanto, a produção de citocinas foi 

menor que nas cultura onde o anticorpo íntegro foi utilizado, mas esta diferença 

era esperada visto que o último sistema é mais eficiente por utilizar um anticorpo 

secundário. 

 

Foi descrito recentemente que receptores com domínio ITAM também podem 

transduzir sinais inibidores. Uma hipótese para tentar explicar esta possível 

dualidade foi sugerida por Hamerman e Lanier (2006). Estes sugeriram que 

ligantes com alta afinidade podem ser os responsáveis pela atividade 

estimulatória dos receptores que sinalizam através de ITAM e os com baixa 

afinidade levariam a atividade inibitória. Nos experimentos de “cross-linking” não 

é provável conseguir fazer esta distinção já que a ativação do receptor é feita 

através de anticorpos, que normalmente apresentam alta afinidade pelo receptor. 

No entanto, o verdadeiro ligante pode ter afinidade mais baixa e com isso induzir 

uma resposta diferente da observada nos experimentos descritos acima. Com a 

descoberta do ligante será possível detectar se LILRA2 também é capaz de 

induzir sinais inibidores ou somente estimulatórios. 

 

 

LILRA2 na Imunologia da Hanseníase 

A hanseníase apresenta um padrão imunológico único baseado numa complexa 

interação entre as células do hospedeiro, micobactérias e fatores solúveis 

produzidos durante a infecção. Vem sendo proposto que a exposição contínua 

dos indivíduos ao M. leprae leva à infecção, mas somente alguns indivíduos 

desenvolvem a hanseníase. Os pacientes que apresentam uma forte resposta 

imune com perfil Th1 no início da infecção, controlam a replicação da 

micobactéria e desenvolvem o perfil tuberculóide. Alguns outros pacientes, 

devido à fraca ou lenta resposta imune ao M. leprae, em um longo processo, 

evoluem para um quadro de alta carga bacilar, inativação dos macrófagos que 

amplifica a não resposta. Do momento da infecção até o diagnóstico, o nível da 

resposta imune pode definir ainda as formas borderlines. Nos indivíduos 

borderline ou mesmo nos pacientes lepromatosos, uma reativação da resposta 

imune com perfil Th1 pode acontecer nos chamados episódios reacionais. O 
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controle da produção de citocinas parece ser essencial na determinação da 

doença, da forma clínica e dos episódios reacionais.  

 

A expressão gênica de LILRA2 foi detectada em lesões de pacientes 

lepromatosos através de microarranjos de DNA (Bleharski e cols, 2003). Em 

nossos experimentos, utilizando microscopia confocal, foi possível detectar a 

presença de células LILRA2+ nas lesões dos pacientes lepromatosos (Figura 

4.11). A expressão de LILRA2 foi observada no infiltrado inflamatório, e teve 

distribuição semelhante à do CD68, marcador de macrófagos.  

 

Sabendo que LILRA2 pode influenciar a produção de citocinas por DC e 

macrófagos ativados, procuramos avaliar se o LILRA2 poderia influenciar a 

resposta imune ao M. leprae. Inicialmente, em nossos experimentos, foi 

observado que o M. leprae é menos eficiente do que o M. tuberculosis (Figuras 

4.12 e 4.13) ou o M. bovis BCG (não mostrado) na indução de citocinas pelas 

DC. O mesmo acontece com relação à expressão de moléculas co-

estimulatórias (não mostrado). Nas culturas estimuladas com M. leprae IL-8, IL-

6, IL-1β, IL-10 e TNF foram detectadas, no entanto o M. tuberculosis foi um 

indutor mais potente destas citocinas (Figura 4.12, 4.13 e não mostrado). Mesmo 

as DC estimuladas com altas doses de M. leprae não secretaram IL-12, diferente 

do observado nas culturas estimuladas com M. tuberculosis (não mostrado). 

Todos estes resultados indicam que o M. leprae não é um potente indutor da 

maturação das DC e isto pode contribuir para o desenvolvimento da fraca 

resposta imune específica ao M. leprae observada nos pacientes lepromatosos. 

Nossos resultados são semelhantes a alguns já descritos na literatura. 

Hashimoto e cols (2002) descreveram que o M. leprae aumenta a expressão de 

CD86 e CD83, somente quando adicionado em grandes quantidades. As DC 

estimuladas com M. leprae não foram eficientes na indução da resposta imune 

por células T, tanto na proliferação como na produção de IFNγ por estas células.  

Murray e cols (2007) observaram que as DC estimuladas com M. leprae MOI 1:1 

também não secretam TNF ou IL-10.  
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Ainda foi avaliado se a estimulação via LILRA2 juntamente com o M. leprae iria 

alterar a produção de citocinas e a expressão das moléculas co-estimulatórias. 

Nenhum efeito sinergístico entre LILRA2 e o M. leprae foi observado. Mesmo 

sendo estimuladas simultaneamente via LILRA2 e com o M. leprae as DC não 

secretam IL-12 (não mostrado) ou maiores níveis de TNF (Figura 4.15). 

Resultado diferente foi observado nas culturas estimuladas com M. tuberculosis, 

já que as culturas co-estimuladas tiveram maior produção de TNF. O efeito 

sinergístico não foi observado na secreção de IL-12. A ativação de LILRA2 per 

se parece favorecer o aumento da produção de IL-10 e TNF em DC ativadas por 

diferentes vias, mas a interação das DC ativadas via LILRA2 com o M. leprae 

não parece influenciar a produção de citocinas. Talvez este resultado se deva ao 

fato do M. leprae não ser um potente ativador de DC e como conseqüência não 

ocorre o efeito sinergístico. 

 

Componentes das micobactérias parecem ter também a habilidade de inibir a 

ativação das DC. Nigou e cols (2001) descreveram que ManLAM inibe a 

produção de IL-12 em resposta ao LPS in vitro, de forma dose-dependente. 

Recentemente, Dulphy e cols (2007) descreveram que as DC estimuladas com 

ManLAM não se tormam totalmente ativadas. Quando comparadas às células 

estimuladas com LPS, as DC estimuladas com ManLAM têm menor expressão 

de MHC I e II, CD83, CD86 e CCR7, a secreção de IL-12 não foi observada.  

 

No entanto, alguns autores já identificaram a ativação das DC em resposta a 

proteínas do M. leprae. DC estimuladas com a proteína da membrana do M. 

leprae MMPII, que sinaliza através de TLR2, produzem IL-12 (Maeda e cols, 

2005) e estimulam a proliferação de linfócitos T virgem e de memória (Makino e 

cols, 2006). As DC tratadas com IFNγ se tornaram ativadas, produziram IL-12 e 

induziram a proliferação de linfócitos após infecção com M. leprae (Kimura e 

cols, 2006). 
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Que função estas DC estimuladas com M. leprae podem ter?  

A participação das DC no direcionamento da resposta imune vem sendo 

amplamente investigada. Foi inicialmente proposto como as DC imaturas 

induziam anergia dos linfócitos T ou a ativação dos linfócitos T regulatórios, 

enquanto que as DC maduras seriam as responsáveis pela indução da resposta 

imune efetora (Shortman e Liu, 2002). No entanto, vem se tornando evidente que 

a ativação das DC não é um processo linear e que a natureza, a intensidade 

e/ou a duração do sinal estimulador são importantes para determinar a função 

efetora destas células. Na ausência de estímulo externo, as DC são encontradas 

em estado de “repouso”, elas têm ampla capacidade de endocitose, baixa 

expressão de MHC e moléculas co-estimulatórias. A apresentação de antígeno 

nessas condições pode levar à anergia dos linfócitos T. Este processo deve 

contribuir para a homeostasia, já que as DC que apresentam antígenos próprios 

sem estarem totalmente maduras auxiliam na indução da tolerância periférica. 

Em resposta a inflamação ou infecções, as DC sofrem diversas mudanças 

fenotípicas e funcionais e passam a promover a expansão de linfócitos. Vem 

sendo descrito que em determinadas condições as DC se tormam apenas 

“parcialmente ativadas” ou “semi-maduras”, estas são células com alta 

expressão de moléculas co-estimulatórias e do MHC, mas que não produzem 

citocinas importantes para direcionar a resposta imune (Lutz e Schuler, 2002). 

Os mecanismos que levam à total maturação ou à semi maturação não estão 

bem esclarecidos. O reconhecimento de microorganismos através dos 

receptores de reconhecimento de padrões (PRR), como os TLR, estão entre os 

mais potentes sinais que levam à completa ativação das DC. Utilizando um 

elegante sistema de quimeras, Sporri e cols (2005) demonstraram que as DC 

ativadas apenas indiretamente pelos mediadores químicos secretados pelas DC 

diretamente ativadas via TLR apesar de terem alta expressão de MHC, CD40 e 

CD86, estas células não eram capazes de secretar IL-12 e de induzir a 

diferenciação de linfócitos com perfil Th1. As DC diretamente ativadas através do 

contato com microorganismos se tormaram maduras e induziram a proliferação e 

diferenciação dos linfócitos Th1. Estes resultados indicam que inflamação não 

substitui o contato com componentes de microorganismos na ativação das 

células T e sugere que a função do reconhecimento de padrões associados a 

patógenos (PAMP) é associar a qualidade da resposta imune adaptativa à 
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natureza do patógeno. Da mesma forma, Christensen e cols (2002) descrevem 

que microorganismos da flora intestinal induzem a regulação positiva de MHC I e 

CD86, mas não induzem a secreção de IL-12. Lutz e Schuler (2002) propuseram 

que a migração de DC imaturas e “semi-maduras” para os linfonodos seja 

importante para manter a homeostasia, induzindo tolerância a antígenos próprios 

e ativando linfócitos T CD4 regulatórios. A maturação parcial das DC por 

citocinas, especialmente o TNF, também estaria envolvida na indução de 

tolerância, já que a inflamação sem a infecção não seria necessariamente 

perigosa para o sistema imune. 

 

No sítio de entrada no organismo, mucosa nasal ou pele, as DC entram em 

contato com o M. leprae. Já está demonstrado que as DC são capazes de 

internalizar o M. leprae e apresentar antígenos (Hashimoto e cols, 2002). No 

entanto, vem ficando evidente que em determinadas circunstâncias este 

patógeno não favorece a diferenciação total destas célula. Uma hipótese que 

pode então ser formulada é a de que as DC após contato com o M. leprae 

podem se tornar maduras ou “semi-maduras”, dependendo das condições de 

estimulação. Alguns dados da literatura sugerem que os receptores TLR e DC-

SIGN podem ser decisivos durante o processo de infecção com micobactérias.  

Já foi identificado que heterodímeros TLR2/TLR1 reconhecem lipoproteínas do 

M. leprae e um maior número de células TLR2+ foi observada nas lesões dos 

pacientes tuberculóides (Krutzik e cols, 2003). Uma variação (polimorfismo) que 

impede a ativação do TLR2 foi encontrada em pacientes lepromatosos, mas não 

nos tuberculóides (Bochud e cols, 2003). Os pacientes que apresentaram a 

mutação mostraram menor produção de TNF, IL-2, IL-12 e IFNγ e alta produção 

de IL-10 quando comparados a pacientes sem a variação gênica (Kang e cols, 

2004). A ativação de TLR2/TLR1 parece ser essencial para a ativação das DC e 

macrófagos em resposta à micobactéria.  

Também vem sendo descrito que o DC-SIGN atua como receptor para 

micobactérias, incluindo o M. leprae (ver apêndice). No entanto, a ativação deste 

receptor contribui para suprimir a ativação das DC infectadas. Geijtenbeek e cols 

(2003) mostraram que a ativação do DC-SIGN induz a produção de IL-10 e inibe 

a ativação das DC iniciada através do TLR4. A sinalização iniciada por DC-SIGN 
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é capaz de modular a ativação induzida por TLR (Caparrós e cols, 2006; 

Gringhuis e cols, 2007). Desta forma um equilibrio na sinalização iniciada por 

TLR e DC-SIGN deve ser essencial para o controle da infecção por 

micobactérias. Pode ser proposto então que nos pacientes tuberculóides, o M. 

leprae é reconhecido através do TLR presente nas DC, estas se tornam maduras 

e capazes de primar linfócitos T. Ocorre a secreção de citocinas como a IL-12, 

IL-23 e a expressão de moléculas co-estimulatórias. Os linfócitos ativados 

migram para o sítio da lesão onde secretam IFNγ, possibilitando a ativação dos 

macrófagos e a morte do M. leprae. Neste grupo de indivíduos, a sinalização via 

DC-SIGN pode atuar como um mecanismo contra-regulatório, limitando a 

patologia decorrente do processo inflamtório (Figura 5.1).  

 

Nos pacientes lepromatosos, devido à sinalização desbalanceada entre TLR e 

DC-SIGN, observa-se que o M. leprae favorece a diferenciação de DC “semi-

maduras”. Embora apresentem moléculas co-estimulatórias, estas células não 

secretam IL-12. Estas DC podem contribuir para a indução de tolerância dos 

linfócitos T que reconhecem antígenos do M. leprae. Também é possível que 

estimulem a ativação das células T supressoras. Na ausência de linfócitos T 

produtores de IFNγ a atividade microbicida dos macrófagos fica comprometida e 

a multiplicação do M. leprae é alcançada. Estas células altamente infectadas 

expressam DC-SIGN e LILRA2 que favorecem a amplificação da resposta imune 

com perfil Th2, com alta produção de IL-10 (Figura 5.1). 

 

O mecanismo que regula a expressão de LILRA2 nas lesões não é conhecido. E 

na hanseníase o que determina a expressão deste receptor em lesões 

lepromatosas e não nas tuberculóides também precisa ser elucidado. 

Experimentos realizados em nosso laboratório (não mostrado) não identificaram 

qualquer alteração na expressão deste marcador quando monócitos eram 

tratados com citocinas como TNF, IFNγ, IL-10 ou IL-4, mediadores envolvidos no 

processo patológico da hanseníase. Porém, monócitos estimulados com IL-13 ou 

IL-4, citocina presente nas lesões lepromatosas, expressam DC-SIGN (Soillex e 

cols, 2002). Assim, nas lesões com perfil Th2 deve haver aumento na expressão 

de DC-SIGN e este pode contribuir para a infecção de macrófagos recém 



  Discussão 

 78 

chegados à lesão. Como as células ativadas via DC-SIGN têm sua atividade 

suprimida e produzem IL-10 forma-se assim um ciclo vicioso com amplificação 

da não resposta ao M. leprae. Mas, não sabemos ainda se LILRA2 e DC-SIGN 

têm participação na indução direta da tolerância no início da infecção ou se a 

maior expressão destes ocorre em decorrência do tipo de resposta imune 

observada neste grupo de pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1 – Esquema mostrando envolvimento do TLR, DC-SIGN e LILRA2 na hanseníase. 
Indivíduos expostos continuamente ao M. leprae se tornam infectados. Em alguns indivíduos a 
resposta imune elimina o bacilo e a hanseníase não se desenvolve (não ilustrado). Em outros 
indivíduos, as DC se tornam ativadas após contado com M. leprae, há equilibrada transdução de 
sinal entre os diferentes receptores que reconhecem o M. leprae, como DC-SIGN, TLR e MR 
(receptor de manose). Ocorre a produção de IL-12 e os linfócitos T M. leprae-específicos com perfil 

Th1 migram para as lesões. Lá produzem IFNγ, que favorece a ativação dos macrófagos e a morte 
da micobactéria (Pacientes tuberculóides). Em outro grupo de indivíduos, pacientes lepromatosos, 
o M.leprae favorece a diferenciação de DC semi-maduras, estas não secretam IL-12, mas sim IL-
10, em resposta ao M. leprae. A apresentação de antígenos nestas condições pode favorecer o 

desenvolvimento de linfócitos tolerantes. Na ausência de IFNγ, os macrófagos se tornam 
premissivos à replicação do M. leprae. A expressão de LILRA2 e DC-SIGN é detectada nas lesões 
e estes receptores favorecem  a amplificação da fraca resposta imune ao M.leprae. 
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Além da possível contribuição para o desenvolvimento de células envolvidas na 

tolerância nas DC teciduais, foi sugerido que LILRA2 pode inibir a diferenciação 

destas células. Lee e cols (2007) descreveram que o “cross-linking” de LILRA2 

inibe a diferenciação de monócitos em DC induzida por GM-CSF e ainda inibiu a 

apresentação de antígenos do M. leprae via CD1b e MHC II. Estas células 

ativadas via LILRA2 diminuem a habilidade do sistema imune inato de instruir a 

resposta imune adaptativa. 

 

Durante os episódios reacionais ocorre regulação positiva da resposta imune de 

perfil Th1, mesmo nos pacientes lepromatosos que anteriormente não 

desenvolviam resposta imune específica ao M. leprae. O TNF é uma citocina 

pro-inflamatória que tem papel central neste processo. Esta citocina parece 

contribuir para a redução da carga bacilar, formação do granuloma e dano 

neural. A ocorrência do dano neural, além de ser uma emergência clínica, pode 

provocar lesões irreversíveis e isso mantem a hanseníase estigmatizante e um 

grande problema de saúde pública. Então entender porque ocorre maior 

produção de TNF pode facilitar o tratamento e/ou a prevenção dos episódios 

reacionais. LILRA2 é capaz de aumentar a produção de TNF por DC e 

macrófagos ativados via TLR e provavelmente pelo contato com linfócitos T via 

CD40. Investigar se a expressão de LILRA2 é modulada durante o curso crônico 

da doença, detectar se ele é expresso por células recém chegadas do sangue ou 

somente por células onde ocorre a contínua exposição antigênica pode ajudar a 

entender se LILRA2 contribui para a aumentada produção de citocinas durante 

as reações. A expressão de LILRA2 também já foi detectada nas lesões dos 

pacientes com artrite reumatóide. Nos pacientes que apresentaram melhora 

após o tratamento ocorreu redução na expressão de LILRA2 no sítio 

inflamatório. Com isso, foi sugerido que a modulação da expressão e/ou função 

de LILRA2 pode regular o estado de ativação das células inflamatórias.  
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Considerações Finais 

 

Embora o ligante de LILRA2 não seja conhecido, nossos resultados mostram 

que este receptor, expresso em lesões lepromatosas, pode contribuir para a 

produção das citocinas TNF e IL-10. Estas  duas citocinas têm efeito importante 

na imunopatologia da hanseníase. O TNF está envolvido com o dano tecidual 

observado nos episódios reacionais. A IL-10 tem tanto atividade modulatória 

sobre a resposta Th1 detectada durante estes episódios como também pode 

estar diretamente envolvida na indução de tolerância observada nos pacientes 

lepromatosos. Por serem diferentemente expressos entre os grupos de paciente, 

estudar a contribuição de LILRA2 e DC-SIGN pode ajudar a entender a resposta 

inflamatória observada nas lesões de hanseníase e os mecanismos que 

determinam o balanço da resposta imune, que hora não é eficiente no ataque ao 

M. leprae e hora é exacerbada e causa danos ao hospedeiro. 
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6 – Conclusões 
 

 

 

1. LILRA2 é um receptor ativador que tem efeito sinergístico na produção de 

IL-10 e TNF em DC e monócitos estimulados via TLR4 ou CD40. 

 

2. LILRA2 não tem efeito sinergístico na produção de IL-6, IL-1β e IL-12 por 

DC ativadas. 

 

3. DC estimuladas via LILRA2 têm capacidade aloestimulatória. 

 

4. Células LILRA2+ são encontradas em tecidos linfóides. 

 

5. Células LILRA2+ são encontradas em lesões de pacientes lepromatosos 

mas não na pele saudável. 

 

6. O M. leprae  induz a secreção de IL-10 e TNF, ainda que de forma menos 

eficiente que o M. tuberculosis, por DC in vitro. 

 

7. Nenhum efeito sinergístico foi observado entre o M. leprae e LILRA2 na 

produção de TNF ou IL-10. 
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Apêndice 
O DC-SIGN é uma lectina expressa em células dendrícas e macrófagos 

inicialmente descrita como receptor para ICAM 2 e ICAM3. A interação do DC-

SIGN com ICAM2 no endotélio pode favorecer o rolamento das DC imaturas 

através do endotélio, possibilitando a saída das células do sangue para o tecido 

(Kaufmann e Schaible, 2003).  

O DC-SIGN está envolvido na internalização de diversos patógenos. Tailleux e 

cols (2003) descreveram que DC-SIGN é o principal receptor para M. 

tuberculosis em DC. Células contendo antígenos de micobactéria nos linfonodos 

dos pacientes com tuberculose eram CD14-/HLA-DR+/DC-SIGN+, sugerindo que 

a interação DC-SIGN-micobactéria é importante na patogênese da doença.  

Geijtenbeek e cols, 2003 mostraram que a interação do M. tuberculosis e do M. 

bovis BCG com DC-SIGN ocorre através do ManLAM. A ativação deste receptor 

reduziu a maturação das DC induzida pelos TLR e aumentou a secreção de IL-

10.  

Vem ficando evidente que os patógenos que interagem com DC-SIGN modulam 

a resposta imune iniciada pelas DC e parecem usar este receptor para favorecer 

um estado de imunossupressão. Com a descoberta de que a ativação das 

lectinas, como DC-SIGN ou DCAL-2, influencia a ativação induzida por TLR ou 

CD40, fica sugerido que estes atuam como receptores imunomoduladores, 

sendo importante para limitar a resposta imune celular iniciada por patógenos 

intracelulares. Por outro lado, os patógenos que conseguem ativar este receptor 

também podem usa-lo para limitar a resposta imune desenvolvida contra eles. O 

balanço entre a ativação das DC via TLR e lectinas deve ter papel importante na 

função das DC e conseqüentemente na resposta imune a patógenos.  

Como descrito no artigo em anexo, o M. leprae também se liga a DC-SIGN. 

Semelhante às outras micobactérias, a interação ocorre através do ManLAM. Em 

nossos experimentos, ficou bem evidente que este receptor é amplamente 

expresso em lesões de pacientes lepromatosos, mas não nos pacientes do pólo 

tuberculóide. A expressão do DC-SIGN foi detectada nas células infectadas com 

o M. leprae. Semelhante ao LILRA2, DC-SIGN é um receptor expresso 

preferencialmente nas lesões dos pacientes lepromatosos. Estudar a função 

deles pode ajudar a entender a resposta imune observada nos pacientes de 

hanseníase. 


