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Os primoérdios da Imunologia datam do século XVIII quando foram feitas as pri-
meiras observagdes sobre a imunizag¢io conferida pelo contato com a variola desenvolvida
pelas vacas frente a variola humana, culminando com o desenvolvimento de uma vacina
antivariola por Edward Jenner em 1796. Posteriormente, novos avan¢os foram experi-
mentados a partir da segunda metade do século XIX e inicio do século XX com o surgi-
mento das teorias sobre origem microbiana das doengas, descobrimento dos anticorpos,
do sistema complemento e do processo de fagocitose.

A partir da metade do século XX, a identificacdo de linfocitos T e B, a descoberta
de diferentes populagdes efetoras e reguladoras de linfocitos T, bem como de receptores
de superficie que permitem o reconhecimento de diferentes classes de patogenos, além de
citocinas que atuam de modo pleiotrépico iniciando, coordenando e regulando as respos-
tas imunes embasaram os conceitos atuais da Imunologia.

Contemporaneamente, a atuagdo do sistema imunolégico tem sido dividida em
resposta imune inata e resposta imune adquirida ou adaptativa. A imunidade inata inclui
as primeiras linhas de defesa contra patégenos compostas por barreiras mecanicas e qui-
micas, bem como células e receptores de reconhecimento padrdo (PRR) que reconhecem
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), os quais sdo evolutivamente con-
servados e largamente distribuidos entre as diferentes classes de patdgenos. A imunidade
adquirida é especifica para um determinado patogeno e se desenvolve ap6s o contato com
o referido agente, tendo como mediadores linfécitos T CD4+ antigeno-especificos que
coordenam a resposta imune e podem ativar células efetoras como macroéfagos e linfocitos
T citotoxicos, resultando em respostas imunes celulares, bem como linfécitos B que pro-
duzem anticorpos e originam respostas imunes humorais.

As diferentes manifestagdes clinicas da hanseniase estdo diretamente correlacio-
nadas com o perfil de resposta imune do hospedeiro frente ao Mycobacterium leprae, que,
por se tratar de um patdgeno intracelular, suscita o desenvolvimento de uma resposta
imune celular como meio eficiente para sua eliminag¢éo. A importancia da resposta imu-
nolégica na hanseniase ja foi destacada por Ridley & Jopling', que enfatizaram a carac-
terizagdo de células do sistema imune, como, linfdcitos, histidcitos e células gigantes e
a resposta ao teste intradérmico frente a antigenos do M. leprae para determinagdo da
forma clinica da doenga.
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Imunidade Inata na Hanseniase

A imunidade inata ou natural é inespecifica e atua imediatamente apds o contato
com o patdgeno. Na hanseniase, este braco da resposta imunoldgica pode ser responsével
pela resisténcia da maioria dos individuos ao desenvolvimento da doenga. Entretanto, a
interagdo inicial do M. leprae com o hospedeiro ainda é pouco entendida a luz dos novos
conhecimentos sobre o papel de receptores e fagocitos no reconhecimento de patégenos e
ativacdo da resposta imune adquirida.

Macroéfagos

Os macrofagos se originam a partir dos mondcitos e se diferenciam nos tecidos
periféricos, onde permanecem por longos periodos e atuam na eliminacéo de patégenos
e regeneracao tecidual. Sdo as principais células fagociticas do sistema imune englobando
particulas e micro-organismos em fagossomos, os quais sofrem maturacdo e fusdo com
lisossomos para lise dos patégenos?. De acordo com a fungdo exercida, podem ser agru-
pados em (i) macrofagos classicamente ativados por interferon-gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral (TNF), envolvidos nos mecanismos de defesa contra agentes infecciosos;
(ii) macroéfagos que atuam na reparacdo tecidual sob a influéncia da interleucina-4 (IL-4)
e secretam componentes da matriz extracelular; e (iii) macroéfagos regulatérios que par-
ticipam no controle da resposta imune e secretam interleucina-10 (IL-10)°. In vivo, essas
subpopula¢des podem apresentar fenotipos intermedidrios com caracteristicas mistas de
duas subpopulagdes de acordo com o meio’. Na imunidade contra o M. leprae, os macro-
fagos atuam tanto na fase aferente da reposta imunoldgica, processando e apresentando
antigenos bacilares além de produzir citocinas, quanto no braco eferente promovendo a
destruigdo bacilar em resposta a ativacio mediada por linfécitos T CD4+.

O M. leprae é rapidamente fagocitado por macréfagos, possivelmente por meio de
receptores do tipo lectina-C como CD209 e receptor de manose, bem como receptores
do sistema complemento®. Entretanto, o bacilo é capaz de impedir a fusdo entre fagosso-
mos e lisossomos™¢ e se evadir dos fagossomos™?, o que possibilita sua sobrevivéncia no
interior desta célula protegido de mecanismos microbicidas, como anticorpos e sistema
complemento. Além disso, o M. leprae parece induzir niveis maiores de citocinas inibité-
rias como proteina quimioatraente de monoécitos (MCP-1), atualmente conhecida como
CCL-2, e antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1Ra), aliados a baixos niveis de ci-
tocinas pro-inflamatdrias e supressdo da produgio de interleucina-6 (IL-6) em mondcitos
de individuos, o que ndo ocorre frente ao estimulo por BCG’.

Os macréfagos produzem reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio que séo
eficientes para eliminacao de patégenos, num processo conhecido como burst oxidativo.
Contudo, a fagocitose do M. leprae ndo leva a um intenso burst oxidativo', possivelmente
pela remogédo de anions superoéxido pelo glicolipideo fenolico I (PGL-I)", ou agdo da enzi-
ma superoxido dismutase, cujo gene foi descrito no bacilo'>. A producédo de éxido nitrico
(NO) parece ser efetiva para inibicdo do metabolismo do bacilo em macréfagos murinos®.
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Em lesoes de pacientes hansenianos, a expressao da enzima iNOS (oxido nitrico sintase in-
duzivel) responsavel pela sintese de NO é mais intensa na forma tuberculoide em compara-
¢do a forma virchowiana'*'*, sugerindo sua efetividade no controle da multiplicagio bacilar.

Nos pacientes tuberculoides, os macréfagos sofrem transformac¢ido completa em
células epitelioides e sdo capazes de eliminar o M. leprae. O mesmo ndo ocorre nos pacien-
tes virchowianos'®, nos quais os macréfagos comportam um grande nimero de bacilos
vidveis ou mortos, o que sugere que seus mecanismos de eliminagio sio ineficientes con-
tra o M. leprae"’. Esse padrdo de resposta ¢ mantido em testes intradérmicos mesmo ap6s
o tratamento e negativacdo da baciloscopia dos pacientes virchowianos, sugerindo que,
nestes individuos, os macréfagos possuam um defeito intrinseco para eliminagao do M.
leprae'®. No entanto, Drutz et al."® relataram que macréfagos diferenciados in vitro a partir
de pacientes virchowianos nao diferem daqueles oriundos de pacientes tuberculoides ou
individuos saudaveis na capacidade de digestdao do M. leprae morto pelo calor nem de
outros patogenos, como Listeria monocytogenes, Eschlerichia coli, Proteus vulgaris, Staphy-
lococcus aureus e Candida albicans. As diferencas funcionais observadas entre macréfagos
com formas polares da hanseniase podem ser consequéncia da expressdo diferencial do
fator de crescimento e transformagio beta (TGF-B), o qual é mais abundante na forma
virchowiana e influi diretamente na fisiologia destas células®.

Montoya et al.” descreveram um modelo de ativagdo macrofagica no qual a pre-
senca de Interleucina-10 (IL-10) induz a diferencia¢do de macréfagos com alta capacidade
fagocitica e expressao de receptores do tipo scavenger e CD209, o qual resulta em maior
fagocitose de micobactérias e lipideos enddgenos. Por outro lado, a Interleucina-15 (IL-
15) leva a ativagdo da via antimicrobiana dependente da vitamina D com produgio de
catalepsina e maior poder microbicida, a despeito de uma menor capacidade de fagoci-
tose. Esses padroes foram reconhecidos nas lesdes hansénicas, sendo o programa fagoci-
tico verificado na hanseniase virchowiana e a via microbicida dependente de vitamina D
encontrada nas lesdes de pacientes tuberculoides, sugerindo que as citocinas produzidas
na fase inata da imunidade determinam o padrio de resposta macrofagico, que influencia
na patogénese da hanseniase. Um estudo recente do mesmo grupo demonstrou ainda a
producio de Interferon-beta (IFN-f) e IL-10 in vitro por mondcitos de pacientes vircho-
wianos, bem como nas lesdes destes pacientes. Estas duas citocinas inibiram a resposta
microbicida dependente de IFN-y e vitamina D, a qual foi detectada nos pacientes tuber-
culoides tanto in vitro quanto in situ®.

Os macrofagos de pacientes virchowianos também diminuem expressio de recep-
tores para a por¢ao Fc de anticorpos (CD16) ap6s a fagocitose do M. leprae in vitro*. Além
disso, apresentam baixa interagdo com os linf6citos T na presenca do bacilo, sendo que o
mesmo nao ocorre frente a outros antigenos?. A produc¢io de Interleucina 1 (IL-1), uma
citocina pro-inflamatdria que atua na fase inicial da interagdo com o patégeno, também
¢ menor em mondcitos isolados de pacientes com hanseniase virchowiana e estimulados
com M. leprae®, o que demonstra a baixa capacidade destas células em induzir uma res-
posta eficiente contra o M. leprae.
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As lesoes de pacientes virchowianos sdo caracterizadas pelo acimulo de lipideos
no interior de macréfagos, fato ja descrito por Rudolf Virchow (1821-1902) e que poste-
riormente foi observado também em células de Schwann?’. Inicialmente, acreditava-se
que estes lipideos eram derivados do bacilo, mas varios estudos tém demonstrado que tais
lipideos sao oriundos, pelo menos em parte, do hospedeiro, o que deve estar relacionado
com a maior capacidade fagocitica dessas células®. Esses lipideos se agregam formando
corpos lipidicos que sdo organelas dindmicas cuja formagao ¢ induzida pela infec¢do com
0 M. leprae de modo tempo e dose dependente. Os corpos lipidicos contribuem para a
evasio do bacilo dos mecanismos de defesa do hospedeiro e funcionam como uma fon-
te de nutrientes possibilitando a persisténcia bacilar, além disso, estdo relacionados com
maior produgdo de mediadores inflamatorios derivados do dcido aracdonico com efeitos
imunossupressores com a prostaglandina-E2, que direciona a resposta imune para um
perfil T helper 2 (Th2) compativel com o observado em pacientes virchowianos®.

Os macroéfagos presentes em lesdes virchowianas expressam ainda a enzima indo-
leamina 2, 3-dioxigenase (IDO) que participa da degradag¢éo do triptofano, cujos deriva-
dos possuem atividade imunossupressora e pro-apoptética, especialmente para linfécitos
Thl, o que sugere um papel desta enzima no quadro de anergia antigeno-especifica verifi-
cada na hanseniase virchowiana®.

Neutrofilos

Os neutroéfilos sdo leucocitos polimorfonucleares que atuam nas fase precoce da
interagdo patdgeno-hospedeiro efetuando fagocitose e liberando mediadores pro-infla-
matdrios®. Embora os neutrofilos sejam habeis em fagocitar o M. leprae e produzir uma
fraca resposta oxidativa in vitro¥, seu papel in vivo na interagdo com o bacilo é pouco
entendido, pela falta de modelos experimentais fiéis a doenga e longo tempo de incubagio
em seres humanos, o que dificulta a avaliagdo dos estagios iniciais da doenga. As lesoes
cronicas da hanseniase sdo desprovidas de neutrofilos, independente da forma clinica;
contudo, essas células tomam parte nos episodios de eritema nodoso hansénico (ENH).

Outros granuldcitos

Os mastdcitos estdo envolvidos em processos alérgicos e mais recentemente tém
sido apontados como sentinelas em sitios de entrada de antigenos®. A participagdo dos
mastocitos na hanseniase nédo esta clara, uma vez que ndo existem estudos funcionais so-
bre a interagdo entre mastocitos e o M. leprae e ndo ha consenso sobre a presenga de mas-
tocitos nas lesdes. A maioria dos relatos sugere maior densidade de mastdcitos nas lesdes
2933 enquanto outros afirmam nao haver diferengas ao longo do espectro
clinico da doenga® * ou haver menor densidade nas lesdes virchowianas em comparagéo
com dimorfos ou tuberculoides®. Nos episddios reacionais, parece haver reducdo do nu-
mero de mastdcitos, independente do tipo de rea¢io® enquanto, no fendémeno de Lucio,
os mastdcitos parecem abundantes®.

virchowianas
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Os basoéfilos possuem capacidade de apresentar antigenos aos linfécitos T induzin-
do diferenciagdo em T helper 2%. Na hanseniase, sdo encontrados em lesdes de pacientes
LL, mas ndo BL, BT ou TT (siglas identificadas)*. O nimero de eosindfilos, frequente-
mente associados a episodios alérgicos, por outro lado, parece estar aumentado no ENH*.

Células Natural killer

As células natural killer (NK) sio linfocitos que atuam na imunidade inata frente
a células infectadas por patégenos ou que sofrem transforma¢do maligna promovendo
lise e apoptose*”. O papel das células NK na hanseniase é pouco entendido e os estudos
disponiveis na literatura apresentam resultados controversos relatando niveis normais*
ou diminuidos* em pacientes virchowianos e niveis diminuidos em todas as formas cli-
nicas®. Quanto aos episddios reacionais, a atividade parece estar diminuida no ENH* e
normal na reagao reversa (RR)*.

In vitro, a incuba¢iao de mondcitos e células de Schwann com M. leprae viavel tor-
nou estas células resistentes a lise por células NK*, sugerindo que o bacilo possa ativa-
mente interferir na susceptibilidade da resposta mediada por células NK. A presenca de
células NKT foi verificada em granulomas de pacientes com hanseniase tuberculoide e
pacientes com RR, mas ndo em pacientes virchowianos®.

Receptores de Reconhecimento Padrao (PRRs)

Os PRRs compreendem receptores expressos em células do sistema imune que
atuam como sentinelas e reconhecem padroes moleculares associados a patogenos
(PAMPs) que sdo altamente conservados e ndo existem em organismos multicelulares
complexos, 0 que permite a diferenciacio entre o que ¢é préprio e ndo-préprio*®. Dentre es-
ses receptores, estdo (i) receptores do tipo Toll (TLRs), homélogos ao receptor Toll desco-
berto em droséfilas, cuja ativagdo induz produgio de citocinas inflamatdrias e expressdo
de moléculas coestimulatdrias; (ii) receptores do tipo NOD (NLRs) que incluem NOD1,
NOD e NALP3, os quais fazem o reconhecimento intracelular de produtos bacterianos
e respondem levando a produgio de citocinas pré-inflamatorias; (iii) receptores do tipo
lectina C como DC-SIGN e Dectina 1 que reconhecem carboidratos e induzem produgio
de citocinas; e (iv) receptores do tipo RIG (RLRs) que detectam RNA viral no citoplasma
e coordenam a indugdo de resposta inata contra virus*.

Os receptores TLR1, TLR2 e TLR6 reconhecem componentes micobacterianos, in-
cluindo o M. leprae e, em geral, sofrem ativa¢ao produzindo as citocinas TNF e Interleuci-
na 12 (IL-12). Os receptores TLR1 e TLR2 sdo mais expressos em lesdes de pacientes com
hanseniase tuberculoide do que naqueles que apresentam a forma virchowiana da doenga
e participam da ativagdo celular mediada pelo M. leprae®. Curiosamente, polimorfismos
genéticos que comprometem a expressdo de TLR1 tém sido associados com resisténcia a
hanseniase, o que sugere que o M. leprae desenvolveu estratégias evolutivas para burlar a
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ativacdo via TLR. Nesse sentido, tem sido demonstrado que a ativagdo dos receptores TLR
por componentes micobacterianos torna os macréfagos refratarios aos efeitos ativadores
do IFN-y, além de induzir a expressdo da arginase-1, que promove a destrui¢do da argi-
nina que atua como substrato para a produgédo de reativos intermediarios de oxigénio™.

O DC-SIGN, um receptor do tipo lectina C, também reconhece o M. leprae®. Se-
gundo Geijtenbeek et al.*?, a ativagdo do receptor DC-SIGN induz a produgédo de IL-10
que possui potentes efeitos imunossupressores. Este receptor foi identificado em macroéfa-
gos de lesdes virchowianas, mas ndo nas lesdes tuberculoides™. Krutzik et al.** relatam que
apos estimulo de TLR-2/1 com lipopeptideo de 19kDa derivado do M. leprae, mondcitos
de individuos saudaveis ou pacientes com hanseniase tuberculoide diferenciavam-se tanto
em macréfagos DC-SIGN+ quanto em células dendriticas (DCs) CD1b+; na hanseniase
virchowiana, contudo, tal ativagdo promove o desenvolvimento quase que exclusivo de
macréfagos DC-SIGN+. Um padréio semelhante de distribuicéo de células apresentadoras
de antigenos foi encontrado também in situ.

Os receptores NOD1 e NOD2 foram recentemente apontados como ativadores de
NFkB e mediadores da producéio de citocinas TNF e IL-1beta (IL-1p) frente ao M. leprae
em macrofagos de linhagem transfectados®. Kang et al.*® previamente relataram que ma-
créfagos de camundongos A/J, os quais apresentam uma varia¢do de um aminoacido no
receptor NAIP5, também pertencente a familia dos receptores do tipo NOD, apresentam
diminui¢do na produg¢io de IL-1f em comparagdo com macréfagos provenientes de ca-
mundongos C57BL/6 que ndo apresentam tal variagdo. Schenk et al.”” relataram que o
receptor NOD?2 é expresso com maior abundancia nas lesdes de pacientes tuberculoides
e parece ativar a diferenciagio de mondcitos em DCs expressando CD1b por meio da
producéo de IL-32, sendo que o mesmo ndo ocorre na hanseniase virchowiana, na qual a
IL-10 parece bloquear os efeitos da ativacdo de NOD2.

Um estudo sobre o perfil genético nas diferentes formas da hanseniase revelou
que os receptores LIR (Leukocyte Ig-like receptors) estavam mais expressos nas lesdes de
pacientes com hanseniase virchowiana®®. Esses receptores parecem estar envolvidos na
supressdo de mecanismos da imunidade inata, uma vez que atuam levando a produgéo de
IL-10 em lugar da IL-12, além de bloquear a atividade microbicida desencadeada pela ati-
vacdo dos TLRs, a diferenciagdao de DCs a partir de precursores mieloides e a apresentagdo
de antigenos aos linfocitos T .

Sistema Complemento

O sistema complemento compreende um conjunto de proteinas séricas que sdo
ativadas em cascata e atuam na inflamagéo, opsonizagio e lise de patdgenos. Enquanto al-
guns estudos demonstram valores similares do componente C3, essencial para ativagdo do
sistema complemento, entre pacientes hansenianos e controles® ¢, outro estudo sugere di-
minui¢ao dos niveis de C3 nos pacientes em paralelo com niveis normais do componente
C4%. Gomes et al.®', no entanto, relataram diminui¢do nos niveis séricos de C4 nos pacien-
tes vichowianos, assim como reducéo na lise mediada pela via classica do complemento.
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Os produtos de degradagdo do complemento mostram-se aumentados na hanse-
niase virchowiana e ENH®%, o que é compativel com a deposi¢do do complemento verifi-
cada nas lesdes cutaneas®.

A capacidade de solubilizacio de imunocomplexos mediada pelo complemento,
por outro lado, mostrou-se normal em pacientes hansenianos ndo reacionais independente
da forma clinica e diminuida em episédios de RR e ENH® e persistiu diminuida apds
a remissdo dos episodios reacionais®. Entretanto, cabe ressaltar que drogas utilizadas
na terapéutica contra a hanseniase podem diminuir a capacidade de solubilizacdo de
imunocomplexos®.

Na patogénese da hanseniase, o sistema complemento, que nio ¢é eficiente para
lisar micobactérias®®, poderia mediar a entrada do M. leprae em macroéfagos sem, contudo,
ativar essas células, o que contribuiria para a persisténcia do bacilo que possui modo de
vida intracelular®.

MicroRNAs

Os MicroRNAs (miRNAs) sio RNAs de fitas simples com aproximadamente 22
nucleotideos de comprimento, altamente conservados nos organismos eucariontes e que
exercem importante papel como reguladores da expressdo génica no desenvolvimento de
orgaos, diferenciagdo celular e progressiao tumoral, bem como no sistema imune no qual
atuam na diferenciagio celular, desenvolvimento das respostas imunes e desenvolvimento
de doencas imunoldgicas™. Na hanseniase, foi verificada elevada expressio do miRNA
hsa-mir-21 em lesdes de pacientes virchowianos, assim como em mondcitos infectados
pelo M. leprae, o que levou a inibi¢do da produ¢io de peptideos antimicrobianos depen-
dentes da vitamina D”".

Imunidade Adquirida

A imunidade adquirida mediada por linfocitos T é essencial para conter a mul-
tiplicagdo do M. leprae, o que pode ser confirmado pela susceptibilidade ao bacilo apre-
sentada por camundongos congenitamente atimicos que sdo deficientes de linfocitos T72.
Entretanto, a interagdo parasita-hospedeiro na hanseniase gera respostas imunes celular e
humoral, que variam em intensidade ao longo do spectro clinico da hanseniase. A respos-
ta imune humoral é pouco eficiente na eliminagdo do bacilo, enquanto a resposta imune
celular habilita o hospedeiro a controlar a proliferacdo do M. leprae.

Desenvolvimento da Imunidade Adquirida

As DCs sao as principais células apresentadoras de antigenos capazes de ativar
linfécitos T virgens e assim constituem uma ponte entre a imunidade inata e a imunida-
de adquirida. Embora tenham sido morfologicamente descritas em 1868 por Paul Lan-

1



HANSENIASE — AVANCOS E DESAFIOS

gerhans, a fun¢édo das DCs foi reportada apenas em 1973 por Ralph Steinman”. As DCs
originam-se na medula dssea e se distribuem em diversos tecidos como pele, figado e
intestino, onde fixam residéncia e exercem um papel de vigilancia capturando antigenos.
Apos a fagocitose dos antigenos, as DCs migram até os linfonodos regionais onde fazem
a apresentacdo de antigenos ligados a moléculas do complexo principal de histocompa-
tibilidade (MHC), denominado HLA (Human leucocyte antigen) nos humanos. Durante
0 processo de migragdo, as DCs digerem o antigeno e sofrem um processo de maturacio,
tornando-se capazes de ativar eficientemente os linfocitos T CD4+ virgens™.

De acordo com a produgio de citocinas e expressao de moléculas co-estimulato-
rias, as DCs podem estimular a diferenciagdo dos linfécitos CD4+ conhecidos como T
helpers ou T auxiliares nas subpopulagdes T helper 1 (Th1) ou T helper 2 (Th2), as quais
geram perfis opostos de resposta imune. A produgao de interleucina-12 (IL-12) pelas DCs
é crucial para o desenvolvimento da resposta imune do tipo Th1, que resulta em produgéo
de Interleucina-2 (IL-2) e Interferon-gama (IFN-y) e culmina na ativagdo de macroéfagos.
Na auséncia de IL-12 ou presenca de IL-4, ocorre a diferenciac¢ao dos linfocitos na subpo-
pula¢do Th2 com produgio das citocinas Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-4 (IL-4),
as quais estimulam a produgao de anticorpos e inibem a ativa¢do macrofagica, diminuin-
do seu poder microbicida™.

Na hanseniase, varios estudos tém apontado maior abundancia de DCs em lesdes de
pacientes com a forma tuberculoide do que naqueles pertencentes ao polo virchowiano da
doenga 78, Tal diferenca no niimero de DCs entre os grupos parece refletir uma consequéncia
da polariza¢do da doenga, uma vez que a distribuicdo das DCs é semelhante nas amostras de
tecido normal dos dois grupos de pacientes, assim como a diferenciagdo in vitro de DCs a
partir de mondcitos apresenta rendimento semelhante, embora seja ligeiramente menor do
que o observado em individuos saudaveis™, o que também tem sido observado por nosso
grupo de pesquisas. Além disso, a inje¢do intradérmica de IL-27° ou GM-CSF* em lesdes de
pacientes virchowianos leva ao recrutamento de células de Langerhans.

A produgdo de IL-12 pelas células apresentadoras de antigenos é dependente da
interagdo entre a molécula CD40 presente na células apresentadoras de antigenos e seu
ligante (CD40L), encontrado na superficie de linfocitos T. A expressdo dessas moléculas é
mais abundante em lesoes tuberculoides comparadas com virchowianas. Além disso, a IL-
10 abundante nas lesdes de pacientes virchowianos impede a expressido de CD40 induzida
por IFN-y em mondcitos®.

Nas lesoes hansénicas, a IL-12 é mais abundante na forma tuberculoide onde pro-
move a expansdo de linfécitos com perfil Thl de resposta em comparagdo com a forma
virchowiana®. A ativacdo dos linfocitos pela IL-12 ocorre através do receptor IL-12R,
constituido pelas cadeias IL-12RP1 presente em linfécitos Thl e Th2 e IL-12RB2 mais
abundante na subpopulagdo Th1*. A cadeia IL-12RP2 ¢é mais expressa nos pacientes tu-
berculoides que apresentaram maior produc¢do de IFN-y, enquanto a cadeia IL-12Rf1 é
expressa nas duas formas polares, tanto em lesdes quanto em PBMCs estimulados com
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antigenos do M. leprae®. A administragdo de IL-12 e IL-18 exdgenas, contudo, é capaz de
recuperar in vitro a produ¢io de IFN-vy, icone da resposta imune com perfil Thl, por PB-
MCs de pacientes virchowianos estimulados com antigenos do M. leprae®. Uma possivel
explicagdo é que a IL-12 induz aumento na expressao do receptor para IL-18 (IL-18R), que
também ¢ indutora da producdo de IFN-y®.

As citocinas do perfil Thl (IFN-y, TNE, IL-2) sdo mais abundantes em lesdes de
pacientes tuberculoides, enquanto nos pacientes virchowianos, verifica-se predominancia
do perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10)%>%%_O IEN-y presente nas lesoes tuberculoides contribui
para a resisténcia ao bacilo, uma vez que aumenta a producio de reativos intermediarios
de oxigénio e nitrogénio por macréfagos, potencializando assim a morte ou restringindo
o crescimento de micobactérias, além de aumentar a expressdo de moléculas de MHC II,
o que favorece a apresentagao de antigenos®. O TNF aumenta o potencial microbicida dos
macrofagos e atua na formagédo do granuloma®, enquanto a IL-2 estimula a proliferagdo e
expansdo clonal delinfécitos T ativados e aumenta a produgdo de IFN-y. A IL-4, abundante
nas lesdes virchowianas, leva ao aumento na produ¢io de anticorpos, proliferacdo de
linfécitos Th2, além de inibir a proliferagdo de linfocitos Th1 e ativacdo de macréfagos™.

O modelo dicotomico Th1/Th2, entretanto, apresenta inconsisténcias na hansenia-
se. Considerando-se o perfil de citocinas de PBMCs, embora ocorra a predominéncia de
citocinas Th1 entre os pacientes tuberculoides e perfil Th2 nos virchowianos, independen-
te da forma clinica, alguns pacientes apresentam perfil ThO, caracterizado por uma mistu-
ra de citocinas Th1 e Th2°2. De modo semelhante, Fink et al.” ndo observaram uma clara
associacao da forma clinica com os perfis Th1 e Th2. Aliado a isso, Nath ef al.** relataram
que PBMC:s de pacientes virchowianos ap6s estimulo in vitro com antigenos derivados do
M. leprae produziam um combinagido de IL-4 e IFN-y, a qual poderia refletir um perfil
ThO ou a combinagio de clones Th1 e Th2.

De fato, Mutis et al.”*, estudando a producéio de citocinas por clones de linfocitos
T isolados de sangue em resposta ao M. leprae, relatam alta producdo de IFN-y e TNF e
baixa produgio de IL-4 e IL-6 em pacientes tuberculoides e controles saudaveis. Pacientes
virchowianos, por outro lado, tiveram baixa resposta proliferativa frente ao M. leprae e,
embora algumas vezes produzissem niveis significantes de IFN-y, ndo houve produgio
de IL-4 ou IL-6%, sugerindo que os perfis Th1 e Th2 de ativagio de linf6citos nio estdo
perfeitamente representados na hanseniase. De modo semelhante, Howe et al.*, avaliando
clones de linfécitos T isolados de lesdes de pele e do sangue de pacientes, verificaram he-
terogeneidade na producio de citocinas, sem correlagdo direta com as formas clinicas da
doenga. Verhagen et al.”’, por outro lado, trabalhando com clones de linfécitos T isolados
de lesdes de pacientes dimorfos, observaram predominancia de clones tipo 1, produtores
de IFN-y/TNF em pacientes dimorfo tuberculoides em paralelo com prevaléncia de clo-
nes tipo 2, caracterizados pela produ¢ao de IL-4/IL-5 e IL-13 em paciente dimorfo vircho-
wiano, embora ambas as formas tenham apresentado clones tipo 0, os quais expressavam
um perfil misto com produgao de IFN-y e IL-4.
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A produgdo de IFN-y e IL-2 por linfécitos frente a estimulos policlonais assim
como a linfoproliferagdo frente a antigenos do M. leprae estdo diminuidas em pacientes
virchowianos, mas retornam aos padrdes normais apos a cura, confirmando a imunocom-
peténcia desses individuos®. Esses achados podem ser decorrentes da agdo de citocinas
imunorreguladoras produzidas em resposta aos antigenos bacilares. A produgéo de IL-10
e prostaglandina E2 por mondcitos de pacientes virchowianos infectados com M. leprae
inibiu a linfoproliferagdo e a produgao de IL-2 in vitro *.

Além de fatores intrinsecos ao hospedeiro, infec¢es helminticas podem ter um
papel na ocorréncia de hanseniase. A infestagdo por helmintos induz a um quadro sisté-
mico de resposta Th2, normalmente seguido por redugdo na imunidade do tipo Thl, o
que poderia facilitar a proliferagdo do M. leprae no hospedeiro. De fato, tem sido obser-
vada menor produgdo de IFN-y e maiores niveis de IL-4 e IL-10 em pacientes hansénicos
parasitados por helmintos em compara¢do com pacientes livres de helmintos'® e uma
correlagdo positiva entre a presenca de helmintos e ocorréncia de hanseniase virchowiana
tem sido relatada'® %,

Subpopulacoes de Linfocitos T na hanseniase

Os linfécitos T CD4+ sdo mais abundantes nas lesdes tuberculoides enquanto os
linfécitos T CD8+, que podem apresentar fenotipo supressor, predominam nas lesdes
virchowianas'*™ . Nas lesdes tuberculoides, a distribui¢do dos linfocitos é mais ordenada,
com linfécitos T CD4+ no centro das lesdes e linfocitos T CD8+ com fungdo supressora
nas margens, contendo a resposta imune'”. Ademais, os linfécitos oriundos de pacientes
tuberculoides proliferam em reposta a antigenos do M. leprae, enquanto aqueles derivados
de pacientes virchowianos ndo apresentam resposta proliferativa frente a esses estimulos'®.

Zea et al.'”” relatam que pacientes virchowianos apresentavam diminui¢do na
expressao da cadeia zeta do receptor de linfécitos T (TCR) e da cadeia p65 do fator de
transcricdo NFB, além de perda no padrio de ligagdo Thl em ensaio de retardo de mo-
bilidade eletroforética. Por outro lado, pacientes com hanseniase tuberculoide apresen-
taram aumento no numero de linfécitos T de memdria com fendtipo M1 supostamente
comprometidos com a produgdo de IFN-y e diminui¢do naqueles com fendtipo M2 que
possivelmente irdo produzir IL-4'%.

Com relagéo aos linfécitos T regulatdrios, uma populacdo heterogénea que mo-
dula as respostas imunes promovendo a tolerancia periférica contra antigenos proprios
e evitando a exacerbagdo de respostas contra patégenos, mas pode suprimir respostas
efetivas contra agentes infecciosos, facilitando sua permanéncia no hospedeiro, existem
poucos estudos na hanseniase, os quais apresentam resultados controversos. A ocorréncia
de células supressoras antigeno especificas na hanseniase é descrita ha muito tempo (109),
entretanto, pouco é sabido sobre os mecanismos envolvidos nessa supressao.

Massone et al.''® observaram a ocorréncia indistinta de linfocitos T regulatérios
(Treg) CD4+ CD25+ FoxP3+ em lesdes hansénicas de pacientes tuberculoides e vircho-
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wianos, enquanto Attia et al."!' relatam niveis mais elevados de linfécitos Treg CD4+ CD25
high FoxP3+ circulantes em pacientes tuberculoides. Palermo et al.''?, por outro lado, re-
latam maior ocorréncia de linfdcitos Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ em lesdes de pacientes
virchowianos, assim como em PBMCs desses individuos estimulados com antigenos baci-
lares, sugerindo um papel modulador destas células que favoreceria a persisténcia bacilar.

A expressdo de moléculas com atividade anti-inflamatéria como IL-10 e CTLA-4
também foi maior na forma virchowiana em comparagio com a hanseniase tuberculoi-
de''?, enquanto o inverso foi verificado para as moléculas coestimulatérias CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2) e CD28!> 114,

Kumar et al. (2011)'", por sua vez, apontam a producio de TGF-f} como responsa-
vel pela persisténcia bacilar na hanseniase, sugerindo a participa¢éo de linfécitos Th3, que
também atuam como regulatdrios, na hanseniase virchowiana.

Com relagdo aos linfocitos citotoxicos, Kaleab et al.''® relataram que a citoxidade
contra mondcitos pulsados com M. leprae foi proporcional ao grau de imunidade de cada
individuo, sendo que os pacientes virchowianos apresentaram menor responsividade. A
expressao de granulisina foi maior em lesdes de pacientes com hanseniase tuberculoide,
enquanto a expressdo de perforina foi similar ao longo do spectro da hanseniase'V. In
vitro, tanto pacientes virchowianos quanto tuberculoides foram héabeis em gerar linfocitos
T citotoxicos CD4 e CD8 capazes de lisar macréfagos pulsados com M. leprae e PPD, em-
bora, nos pacientes tuberculoides, a capacidade de lise tenha sido maior e semelhante ao
observado em controles saudaveis''®.

Com respeito aos linfécitos T y§, uma subpopulagdo capaz de reconhecer antige-
nos, especialmente lipidicos, de modo independente do MHC, Gonzalez-Amaro et al.'*
relataram maior ocorréncia no sangue de pacientes com a forma tuberculoide da hanse-
niase com predominio de linfdcitos V82 e estes apresentaram maior reatividade frente aos
antigenos do M. leprae em compara¢do com os pacientes virchowianos. Contrariamente,
um estudo mais recente relatou que pacientes virchowianos apresentavam niveis maiores
de expressao de TCR yd em comparagdo com os tuberculoides'*.

Papel de Linfocitos B e Anticorpos

Existe uma clara correlagdo inversa entre a produgdo de anticorpos e a resposta
imune celular'®. A resposta imune humoral ndo tem papel efetivo na hanseniase dado o
carater intracelular do bacilo, entretanto, a intensa produg¢ao de anticorpos esta envolvida
na origem da reagdo de ENH'*. Linfécitos B produzindo anticorpos especificos contra
antigenos bacilares tém sido observados tanto em lesdes tuberculoides quanto virchowia-
nas, embora sejam consideravelmente mais abundantes nessas ultimas'*. Os anticorpos
que néo tenham papel deletério contra o M. leprae podem atuar facilitando a fagocitose
por macrofagos e assim contribuir para a patogénese da doenga'®.

Um estudo recente mostrou que diferentes vias envolvidas na biologia dos linfé-
citos B estdo mais expressas em lesdes de pacientes virchowianos em comparagao com
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tuberculoides; em especial, a expressdo de interleucina-5 (IL-5) nas lesdes virchowianas
parece contribuir para a producdo local de anticorpos'*.

Quimiocinas

As quimiocinas constituem uma familia de proteinas diversas que coordenam a

migracao de leucdcitos em condigoes fisiologicas e inflamatdrias'®.

Com relagido ao papel das quimiocinas na hanseniase, Mendonga et al.'* relataram
aumento nos niveis séricos de CCL3 (MIP-1a), que recruta e ativa macroéfagos e linfdcitos
T e B e pode estar envolvida na formacdo de granulomas, independente da forma multi
ou paucibacilar; assim como aumento de CCL11 (eotaxina), que atrai eosindfilos e ativa
linfécitos Th2 e mastdcitos, em especial nos pacientes multibacilares. A porcentagem de
linfécitos T CD4+ expressando o receptor CCR4, comum em linfécitos T virgens ou Th2,
¢ menor em pacientes com hanseniase tuberculoide do que naqueles com a forma vircho-
wiana ou controles saudaveis'?’, confirmando o perfil predominantemente Th1 expresso
nesses pacientes.

Aliado a isso, a quimiocina CCL-2 (MCP-1), envolvida na migragao de leucdcitos,
especialmente macréfagos, e que também contribui para o desenvolvimento de respostas
do tipo Th2 por estimular a secregdo de IL-4'%, apresenta niveis séricos elevados na hanse-
niase virchowiana'®. O préprio M. leprae é capaz de induzir a sintese de CCL2 em mono-
citos de individuos saudaveis’, manipulando o sistema imune a favor de sua persisténcia.

Na RR, CXCL10 (IP-10) esta aumentada, embora sua dosagem nao tenha valor
preditivo para ocorréncia da reagdo'®.

Estados Reacionais

Os episodios reacionais representam complicagdes agudas da hanseniase mediadas
imunologicamente que podem ocorrer antes, durante e depois do tratamento e afetam
entre 30 e 50% de todos os pacientes podendo acarretar danos neurais'*. Os mecanismos
responsaveis pelo desencadeamento das reagdes sao ainda pouco compreendidos.

A RR ou reagdo tipo 1 deriva de um aumento abrupto e espontdneo da imunidade
celular e hipersensibilidade aos antigenos do M. leprae. Ocorre aumento da resposta
proliferativa de linfocitos a antigenos bacilares'*, assim como no numero e porcentagem
de linfocitos T CD4+ nas lesdes'®. As citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y
e TNF também estdo aumentadas na rea¢do tipo 1, enquanto citocinas de padrdo Th2
como IL-4, IL-5 e IL-10 estdo diminuidas'”’. Contudo, a administragdo intradérmica
de rIL-2"% e IFN-y"* em pacientes com hanseniase dimorfa e virchowiana nao levou a
ocorréncia de reagio reversa.

O ENL ou reagdo tipo 2 ocorre em pacientes que apresentam fraca imunidade
celular, altos titulos de anticorpos contra antigenos do M. leprae e elevada carga bacilar,
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possivelmente devido a deposi¢do de imunocomplexos e fixagdo do complemento'® 1!,

Paralelamente, ocorre aumento na resposta imune celular marcada por niveis séricos au-
mentados das citocinas tipo 1 IFN-y, TNF e IL-12'¥, assim como expressio elevada destas
e de IL-6 nas lesdes 2. Mais recentemente foi proposta a participagdo de citocinas do
perfil Th17 na patogénese do ENH'.

Fatores nao ligados diretamente a infeccdo pelo M. leprae podem levar ao
surgimento do ENH, entre eles, outras infec¢des, doengas virais, febre, vacinas e estresse,
enquanto a gravidez parece inibir a ocorréncia de ENH. A infiltracdo das lesdes por

neutroéfilos caracteriza o ENH. Lee et al.'*

relatam que, na vigéncia do ENL, ocorre o
aumento da expressao de moléculas de adesdo, em especial, a E-selectina, que é estimulada
por IFN-y e IL-1p produzida em resposta a ativagdo via TLR2 ou receptor da por¢ao Fc

de anticorpos.

Imunorregulacao pelo M. leprae

O M. leprae apresenta mecanismos ativos de manipula¢do do sistema imune, in-
cluindo seu modo de vida intracelular que o protege de diversos artificios antimicrobianos
do sistema imune, tais como: anticorpos, sistema complemento, entre outros.

O PGL-I, componente da parede celular do M. leprae, facilita a fagocitose por ma-
crofagos e DCs, entretanto, leva a menor produgio de citocinas pro-inflamatdrias e ex-
pressdo de marcadores de maturagdo em DCs *'. Apds a fagocitose, o bacilo ativamente
impede a fusdo do fagossomo com lisossomos™®, além disso, é capaz de deixar o fagosso-
mo passando a viver livremente no citosol”®.

Alternativamente, o PGL-I pode ser expresso na membrana das DCs infectadas
onde ativa o sistema complemento promovendo a deposi¢do do componente C3, o qual
pode ser reconhecido pelo receptor CD46 presente em linfdcitos que estimula a diferen-
ciagdo de linfdcitos secretores de IL-10 com fungdo regulatdria.

O bacilo também estimula a liberagao de citocinas com propriedades anti-inflama-
torias como a proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1/CCL-2), o antagonista do
receptor da interleucina-1 (IL-1Ra)’ e o TGF-B", que favorecerem o desenvolvimento de
respostas com perfil Th2, as quais inibem os mecanismos microbicidas dos macroéfagos.
Além disso, a lipoarabinomanana e o PGL-I derivados do M. leprae interferem com a
sinaliza¢do intracelular de linfocitos T via TCR e CD28, resultando em diminuigdo da se-
crecdo de IL-2 e proliferacdo celular'®. A lipoarabinomanana também tem sido apontada
como inibidora de fun¢des microbicidas induzidas por IFN-y em macroéfagos'®.

A expressao do ligante de FAS em macroéfagos infectados pelo M. leprae pode levar
a apoptose linfocitos que expressam o receptor FAS e assim constituir mais um mecanis-
mo de evasdo do bacilo contra a resposta imune do hospedeiro'*.
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Avancos e Desafios

Os principais desafios a serem vencidos na imunologia da hanseniase incluem o
entendimento da polarizagdo da resposta imune que, além de auxiliar na compreenséo
de outras doencas, poderd levar ao desenvolvimento de vacinas eficientes capazes de im-
pedir a ocorréncia da doenca. Atualmente, é possivel distinguir claramente o cendrio das
lesdes virchowianas que incluem macréfagos pobremente ativados com perfil predomi-
nantemente anti-inflamatério daquele encontrado em pacientes tuberculoides onde estas
células encontram-se plenamente ativadas e sdo capazes de conter a multiplicagao bacilar,
embora esses individuos ndo sejam naturalmente resistentes a doenca, como a maioria da
populagio. Entretanto, o ponto em que ocorre a dicotomiza¢io da resposta, bem como o
mecanismo envolvido permanecem obscuros e suscitam maiores investiga¢oes, especial-
mente no que diz respeito a interagdo inicial entre o M. leprae e o sistema imune, possivel-
mente na figura das células dendriticas.

Além disso, um desafio constante é o desenvolvimento de testes capazes de possibi-
litar o diagndstico da doenga, o que ¢ dificultado pela ampla gama de formas clinicas com
caracteristicas peculiares de resposta e longo tempo de incubagio. Essas caracteristicas
sugerem a necessidade de estratégias combinadas capazes de identificar tanto a respos-
ta imune celular, quanto humoral para diagndstico correto da doenca antes mesmo das
manifestacoes clinicas, o que seria ideal, pois poderia prevenir a ocorréncia de sequelas.

Finalmente, a busca de marcadores preditivos das reagdes hansénicas é outro foco
de pesquisa na drea imunoldgica, uma vez que tal descoberta poderd auxiliar na preven-
¢do e controle de danos neurais que ocorrem nos episddios reacionais.

O avango nas pesquisas em hanseniase ¢ dificultado pela inexisténcia de um modelo
experimental capaz de reproduzir a hanseniase, o que impossibilita diversas abordagens in
vivo como nocauteamento e expressao dirigida de genes envolvidos na resposta imune, por
exemplo. Ademais, o longo periodo de incubagio dificulta a avaliagdo dos estagios iniciais
da doenga nos quais ocorre a ativagao da resposta imunoldgica. Por fim, a impossibilidade
de cultivo in vitro do bacilo limita a disponibilidade de grandes quantidades de M. leprae
viavel para avaliacdo da interagdo deste com células do hospedeiro in vivo e in vitro.
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