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RESUMO

A resposta imunoldgica ao Mycobacterium leprae € componente determinante na
evolugao da doenca. As células Natural Killer (NK) sao constituintes importantes da
resposta imune inata, podendo participar da ativacdo da resposta adaptativa. Este
estudo objetivou avaliar a imunoexpressdo de marcadores de células NK, CD16" e
CD56", em lesbes cutdneas de pacientes com hanseniase antes do tratamento, por
imunoistoquimica. Foram analisadas 54 biopsias cutaneas de lesbes de paciente
com hanseniase. Sendo 19 casos da forma clinica tuberculoide (TT), 14 da forma
borderline (BT, BB e BL) e 20 da forma lepromatosa (LL) e 1 caso da forma clinica
indeterminada (l). Destes pacientes 31 (57,4%) eram do género masculino, 30
(55,5%) eram baciloscopia positiva. As amostras foram provenientes do Centro de
Dermatologia Dona Libania e analisadas no Laboratério de Técnicas Cito-
histopatolégicas Especiais do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara. Para a imunistoquimica foram utilizados os
anticorpos monoclonais primarios: rabbit anti-human CD716a (clone SP189) da
Spring Bioscience® e o mouse anti-human CD56 (clone 123C3) da Dako®,
juntamente com o kit Envision Flex da Dako®. Os controles positivos para CD16 e
CD56 foram obtidos a partir de seccdes de tecidos de pulmdes e tumor carcindide,
respectivamente. Os testes de Fisher, Qui-quadrado, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
foram utilizados para analise estatistica, sendo considerado significante quando
p<0,05. A comparacéo entre a imunoexpresséo de CD16" em linfocitos teciduais da
forma tuberculdide em relacdo as formas borderlines apresentou diferencas
estatisticas significantes (p=0,0329), como também em relagdo ao género
(p=0,0129). Através do teste Kruskal-Wallis, comparando os trés grupos das formas
clinicas da doenga em relagéo ao nimero de células imunomarcadas com CD16", foi
observado que a mediana do grupo tuberculéide foi maior, conferindo p=0,0085.
Pode-se concluir que o estudo sugere que uma resposta imunolégica protetora na
hanseniase requer um equilibrio entre subgrupos de células NK CD16" e CD56", e
que a forma tuberculoide cursa com predominio dessas células NK citotdxicas
quando comparadas as formas borderline e lepromatosas. Em adicdo, o estudo
sugere que ha possiveis influéncias hormonais ou genéticas na distribuicdo destes
marcadores de funcao de células NK.

Palavras-chave: Células Natural Killer. Imuno-Histoquimica. Hanseniase.



ABSTRACT

Immune response to M leprae is determinant to leprosy evolution and NK cells are
important constituents of the innate immune response and can contribute to the
adaptive response activation. The aim of this study was to evaluate the
immunoexpression of NK cells markers CD16" and CD56" in skin lesions of patients
with leprosy, before any treatment. A total of 54 skin biopsies of patients with leprosy
were evaluated by immunohistochemistry using rabbit anti-human CD16a (clone
SP189) from Spring Bioscience® and mouse anti-human CD56 (clone 123C3) from
Dako®, together with Envision Flex kit from Dako®. Nineteen cases were from
tuberculoid (TT) clinical form, 14 were borderline (BT, BB, BL) and 20 were
lepromatous (LL), while one case was from indeterminate form (I). Among them 31
(57,4%) were from male gender and 30 (55,5%) presented positive baciloscopy. The
samples were collected at the “Centro de Dermatologia Dona Libania” in Fortaleza,
Ceara, Brazil, and were analysed at the “Laboratério de Técnicas Cito-
histopatologicas Especiais do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara”. Positive controls for the CD16 and CD56
expression were lung tissue and carcinoid tumor, respectively. Fisher, Chi-square,
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to statistical analysis and a p
value of <0.05 was considered significant. Differences were observed when
expression of CD16+ cells was compared between tuberculoid and borderlines forms
(p=0.0329), as also among gender comparisons (p=0.0129). The CD16" cells in the
three different clinical forms groups were also statistically different achieving a p
value of 0.0085, and showing a higher median of expression of CD16" in the TT
group. These data suggests that a protective immune response against M. leprae in
leprosy requires a balance between NK cells subgroups (CD16" and CD56%) and that
the tuberculoid form presents higher levels of CD16" cells expression when
compared to borderlines and LL forms. In addition, the study suggests that there are
possible hormonal or genetic influences on the distribution of NK cell function
markers.

Keywords: Natural Killers Cells; Immunohistochemistry; Leprosy
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13
1. INTRODUGAO

A hanseniase é uma doenga granulomatosa crénica causada principalmente
por Mycobacterium leprae, patdgeno intracelular obrigatério, que provoca lesdes na
pele e nos nervos periféricos, com alteracdo de sensibilidade e acometimento
neural, podendo causar incapacidade funcional e deformidades. Apresenta um
variavel espectro clinico e histopatolégico, de acordo com o padrédo de resposta
imunoldgica do hospedeiro (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011; SCOLLARD, 2006).
M. leprae caracteriza-se por apresentar alta infectividade e baixa patogenicidade,
sendo a maioria da populagdo, mais de 95% dos individuos, naturalmente imune
(TALHARI; NEVES, 1997; VAN BRAKEL, 2000). Este patdégeno infecta
principalmente macréfagos e células de Schwann. Acredita-se que sua transmissao
ocorre por contato direto e prolongado entre um individuo susceptivel e um paciente
infectado pelo bacilo (LASTORIA; ABREU, 2014).

A hanseniase é endémica em paises tropicais. No mundo, dos 103 paises
que notificaram os casos de hanseniase, foram detectados 180.464 casos no final
do primeiro trimestre de 2014, enquanto que o numero de casos novos em 2013 foi
de 215.557, e a prevaléncia registrada foi de 180.618 (OMS, 2014a). O Brasil é o
segundo pais com maior numero de casos absolutos de hanseniase no mundo,
perdendo apenas para a india. Em 2013 o Brasil apresentou 31.044 casos novos,
um coeficiente de prevaléncia de 1,42 casos/10 mil habitantes (OMS, 2014b). No
Cearda, no ano de 2013 foram notificados 2.069 casos novos, sendo que dos 184
municipios do Ceara, ha 23 (12,5%) municipios sem registros de casos localizados
préximos a areas com alta endemicidade ou hiperendémicas, podendo haver nestas
regides casos chamados de “silenciosos” (CEARA, 2013).

Os linfécitos NK participam da imunidade inata, influenciando a resposta
imunoldgica adaptativa e a imunorregulacdo. Apresentam algumas diferengcas em
relacdo aos outros linfocitos, como a auséncia do receptor de célula T (TCR),
molécula central da resposta imunolégica do linfocito T que necessita de experiéncia
timica para ganhar a circulagdo e mostrar efetividade na vigilancia do organismo
(POLI, 2009).

A funcdo das células NK em pacientes com hanseniase ndo esta bem

estabelecida. Um dos primeiros estudos realizados sobre a atividade destas células
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nesta doenca mostrou que nao houve diferenca na atividade das células NK de
individuos com hanseniase lepromatosa ou com as formas dimorfas, comparados
aos individuos saudaveis, porém revelou atividade reduzida dos linfocitos NK em
pacientes com a forma lepromatosa (LL) com eritema nodoso hansénico (ENH)
(HUMPHRES; GELBER; KRAHENBUHL, 1982). Estudos posteriores relataram que
células NK tem menor atividade em pacientes com hanseniase lepromatosa nao
tratados e nao reacionais, quando comparados aos controles normais. Pacientes
com reagdes reversas mostraram atividade normal dessas células, quando foram
comparados com a forma borderline tuberculdide (BT) (CHIPLUNKAR, 1990;
CONVERSE; BJUNE, 1986).

Em estudos realizados por Solon (2012) foi observada uma redugdo na
populagdo de células NK (CD3'CD16°CD56") no sangue periférico de pacientes
hansénicos antes de qualquer intervencao terapéutica. Apds o tratamento adequado
da hanseniase, houve uma recuperagcao na contagem desta populacdo celular,
enquanto as outras subpopulagdes: linfécitos T totais (CD3"), T auxiliares (CD4%), T
citotdéxicos (CD8"), T (CD4'CD8'), B (CD19%), e NKT (CD3'CD16"CD56")
mantiveram-se inalteradas. Outro estudo, realizado por Pinheiro (2013) comparou a
populacdo de linfocitos NK (CD3'CD16"CD56") de pacientes com hanseniase com
aquela de individuos saudaveis, onde também foi observado uma redugédo na
populagéo de linfocitos NK (CD3'CD16"CD56") em pacientes hansénicos.

E possivel que as células NK estejam envolvidas ativamente na resposta
imunolégica inata e precoce, ja que as contagens reduzidas de células NK
encontradas nos pacientes com hanseniase poderiam representar uma migragéo
desta populacdo de células para os sitios de lesdo na tentativa de promover
protecao contra o bacilo, através da destruicdo de macréfagos e células de Schwann
infectadas por M. leprae (PINHEIRO, 2013; SOLON, 2012).

Devido suas variadas manifestagdes clinicas, a hanseniase apresenta um
espectro de resposta imunologica atrativa para pesquisadores, sendo um bom
modelo humano de estudo das respostas do hospedeiro contra patégenos
intracelulares em geral e contra os nervos periféricos em particular (NATH; SAINI;
VALLURI; 2015). Varios estudos tém avaliado o perfil imune desses pacientes no
sangue periférico uma vez que as alteragbes imunoldgicas tém um potencial papel

no progndstico da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histérico

A hanseniase € uma das mais antigas doencas que acomete o homem,
identificada desde os primérdios da civilizagdo, mas sua origem exata € incerta.
(AZIZI; BAHADORI, 2011). Ha questionamentos quanto a origem da doenga, se na
Asia ou na Africa. Contudo, com a tecnologia da gendmica comparativa,
pesquisadores sugerem que a doenca tenha se originado na Africa Oriental e se
disseminado através das migracées humanas (MONOT, 2005).

Em 1873, o médico noruegués Gerhard Armauer Hansen identificou o agente
etiologico M. leprae, a partir de lesdes cutédneas de individuos doentes. Apesar da
descoberta do agente etiolégico, a doenga permaneceu incuravel por muitos anos
até a introducao das sulfonas na década de 1940. Desde 1950, o tratamento deixou
de ser o isolamento dos doentes e a terapéutica passou a ser realizada em
ambulatérios (VELLOSO; ANDRADE, 2002). Em 1970, a doencga lepra, palavra
oriunda do termo grego “lepros” que significa escamoso, foi renomeada de doenca
de Hansen ou hanseniase em homenagem a Armauer Hansen e como forma de
diminuir o estigma associado a doenca (LASTORIA; ABREU, 2014; OPROMOLLA;
MARTELLI, 2005)

2.2. Agentes etiolégicos

Taxonomicamente, M. leprae pertence ao género Mycobacterium.
Morfologicamente € um bacilo reto ou ligeiramente curvo, com extremidades
arredondadas, medindo 1,5-8,0 micrometros (um) de comprimento por 0,2-0,5 um de
diametro, imével, ndo formador de esporos e que sobrevivem bem em ambientes de
microaerofilia. M. leprae é diferente de outras micobactérias em termos de arranjo,
uma vez que é organizado em cadeias paralelas, unidos formando as globias
(LASTORIA; ABREU, 2014; SCOLLARD, 2006). M. leprae apresenta citoplasma,
membrana plasmatica, parede celular e capsula. Onde a capsula que € a estrutura

externa, tem lipidios, especialmente dimecoserosatos fitiocerol e os glicolipideos
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fendlicos (PGL-1) que sdo antigenicamente especificos para M. leprae (LASTORIA;
ABREU, 2014).

Foi descoberto em 2008, que além do M. leprae, ha outra espécie chamada
Mycobacterium lepromatosis que também leva a hanseniase e que € a causa mais
comum de hanseniase lepromatosa difusa. Sendo encontrada principalmente no
México e no Caribe (GEETHA, 2008).

2.3. Formas clinicas da doenga

As formas clinicas da hanseniase apresentam um espectro variavel, desta
forma, houve a necessidade de classificar estas formas clinicas para facilitar o
tratamento e o manejo do doente (LOCKWOOD; SARNO; SMITH, 2007). Este
espectro varia com o padrao de resposta imunolégica desenvolvida pelo individuo,
cujas extremidades sao representadas pelo polo de resisténcia, onde predomina a
resposta imunoldégica celular: forma tuberculdide (TT), e pelo polo de
susceptibilidade conhecido como polo anérgico, no qual ha predominio da resposta
imunolégica humoral: forma virchowiana (VV) ou lepromatosa (LL); além dos
subtipos entre esses dois polos e de uma forma inicial chamada forma
indeterminada (1) (ARAUJO, 2003; MENDOGCA, 2008a).

Atualmente, ha duas classificagdes baseadas nos aspectos clinico-
imunoldgicos e utilizadas para caracterizar as formas clinicas da hanseniase: a
classificagao de Madri e a de Ridley-Jopling e uma terceira classificagao para efeitos
operacionais, utilizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (ARAUJO, 2003;
BRASIL, 2011).

A classificacdo de Madrid de 1953 baseia-se nos aspectos clinicos e nos
resultados da baciloscopia, dividindo a hanseniase em dois grupos polares estaveis
e opostos (tuberculdide e lepromatoso) e dois grupos instaveis (indeterminado e
borderline) (LASTORIA; ABREU, 2014). Onde a forma indeterminada seria um grupo
transitorio e inicial da doenga e a forma Borderline (B) ou Dimorfa (D) como grupo
instavel e intermediario que caminharia para um dos polos no processo de evolugao
natural da doenga (ARAUJO, 2003; SOUZA, 1997).

A classificagdo de Ridley-Jopling de 1966 associa os aspectos imunologicos

dentro de um espectro de resisténcia do hospedeiro. Resumindo, adota critérios
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clinicos e bacterioldgicos, e enfatiza os aspectos imunolégicos e histopatoldgicos
(SOUZA, 1997). Sao descritas as formas polares: TT, VV e os trés subgrupos
intermediarios, Borderline-Tuberculdide (BT), Borderline - Borderline (BB) e
Borderline -Virchowiano (BV) (RIDLEY; JOPLING, 1966; SOUZA, 1997), essas
formas de apresentacdo da doenca representam diferentes evolugdes a partir da
forma indeterminada (l), fase inicial, ndo granulomatosa da doenca (TALHARI,
2015).

Em 1982, na tentativa de facilitar o tratamento, a OMS criou a classificacéo
operacional que divide a doenga em duas formas: Paucibacilares (PB) e
Multibacilares (MB) (LOCKWOOD; SARNO; SMITH, 2007). Onde a forma PB
caracteriza-se pela presencga de até cinco lesbes cutaneas, baciloscopia negativa e
auséncia de troncos nervosos acometidos, enquanto que a forma MB caracteriza-se
pela presenca de mais de cinco lesdes e/ou baciloscopia positiva e/ou pelo menos
um tronco nervoso acometido (SOUZA; EL-AZHARY; FOSS, 2009). Contudo, em
1995, a OMS recomendou o critério atualmente em vigéncia, pelo qual os doentes
s&o alocados de acordo com o numero de lesdes: PB até cinco lesdes, e MB, mais
de cinco (CRESPO, 2014). Os critérios da OMS também s&o adotados pelo
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2011).

2.4. Histopatologia das lesoes

Os aspectos histopatologicos das lesbes de hanseniase variam de
granulomas bem definidos a infiltrado difuso linfo-histiocitario (SOUZA, 1997). No
polo de resisténcia, a hanseniase tuberculdide (TT) caracteriza-se pela formacao de
granuloma tuberculdide bem definido, formado por células fagocitarias
mononucleares agregadas com diferenciacdo epitelidide e presenca de células
gigantes multinucleadas tipo Langhans no centro da lesdo e com participacdo de
linfécitos contornando esse granuloma como um halo denso. Estes granulomas
estendem-se a partir da derme profunda até a papilar, podendo atingir a camada
basal da epiderme e comprometer filetes nervosos e anexos cutadneos (FLEURY,
1989; GOULART, 2002; SOUZA, 1997). Resumindo, a forma tuberculdide
caracteriza-se quando células epitelidides imaturas estdo presentes em conjunto

com células gigantes de Langhans e numerosos linfocitos (LOCKWOOD, 2011).
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Neste grupo clinico, é possivel encontrar a hanseniase tuberculéide neural pura, que
apresenta somente comprometimento neural, sem lesdes cutaneas (SOUZA, 1997).

Na hanseniase lepromatosa (LL) ou polo anérgico, a lesdo histopatoldgica
apresenta um extenso infiltrado celular (monétono e monomodrfico) formado por
histiocitos-macréfagos com citoplasma contendo bacilos, que apresentam elevada
quantidade de lipidios em sua parede, com aspecto de células espumosas (células
de Virchow) e as vezes multivacuoladas. A epiderme atrofica esta achatada
(aplainamento das suas cristas interpapilares) e a zona subepidérmica ndo esta
envolvida. O infiltrado lepromatoso ndo atinge a camada basal da epiderme, ficando
separado por uma faixa de fibras colagenas, conhecida como faixa de Unna
(GOULART, 2002; SOUZA, 1997). Nesta forma, apesar da numerosa quantidade de
bacilos, ha escasso numero de linfocitos e plasmécitos (LOCKWOOD, 2011;
SOUZA, 1997).

O grupo borderline é instavel e a diferenga entre os grupos de menor
susceptibilidade (BT) para outro de maior susceptibilidade (BL) esta baseado na
indiferenciagdo progressiva da célula macrofagica, na diminuicdo do numero de
linfécitos e no aumento do numero de bacilos nos granulomas e ramos nervosos
(FLEURY, 1989; GOULART, 2002). Normalmente, na forma BT, de alta resisténcia,
as lesdes apresentam raros bacilos, com granulomas epiteliéides focalizados por
zona periférica de linfocitos, com presenga ocasional de células gigantes tipo
Langhans (GOULART, 2002; LOCKWOOD, 2011).

Ja os casos borderline borderline (BB) tendem a mover-se para um dos polos,
devido sua instabilidade. O numero de bacilos € maior, com células epitelidides
difusamente espalhadas por todo o granuloma e nao focalizadas por zonas de
linfécitos. Células gigantes e linfocitos em geral sdo escassos e difusos. Ha
presenca de edema intra e intercelular, o qual € um aspecto comum nas formas BB
associado a sua tendéncia as reac¢des hansénicas (GOULART, 2002).

A forma BL apresenta granulomas com macrofagos indiferenciados que
contém moderado numero de bacilos e numerosos linfécitos, além de manter a faixa
de Unna (GOULART, 2002; LOCKWOOD, 2011).

A forma da hanseniase indeterminada (l) esta presente quando alguma
inflamacéo do nervo é vista com raros bacilos alcool acido resistente (BAAR) e uma

auséncia de granulomas epitelidides ou de macréfagos (LOCKWOOQOD, 2011).
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Figura 1: Espectro imunopatolégico da hanseniase. Os campos representam cada um dos tipos
histopatolégicos da hanseniase na classificagdo de Ridley e Jopling (1966). Na parte superior, as
bidpsias foram coradas com hematoxilina-eosina (Aumento de 63x). Observa-se que os infiltrados
granulomatosos epitelidides, bem definidos nas lesdes tuberculdides (TT), tornam-se agregados
completamente desorganizados de histiécitos espumosos, com raros linfécitos, em lesdes
lepromatosas (LL). Na parte inferior foi realizada a coloracdo de Fite-Faraco (1938) (Aumento de
1000x), com campos representativos de cada classificagdo, demonstrando a raridade de bacilos nas
formas TT e BT (Fonte: Scollard et al., 2006).

2.5. Imunopatologia da hanseniase

A resposta do sistema imunoldgico é classicamente dividido em imunidade
inata e imunidade adaptativa (VIVIER, 2011).
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2.5.1. A imunidade inata na hanseniase

A capacidade do hospedeiro para reconhecer patégenos € uma caracteristica
da imunidade inata e € mediada por receptores de reconhecimento de padrdes que
identificam varias classes moleculares de microorganismos, incluindo as
micobactérias (KANG, 2004; MENDONCA, 2008a). A imunidade inata, primeira
defesa do organismo frente a um dano tecidual, atua em conjunto com a imunidade
adaptativa e caracteriza-se pela rapida resposta, independente de estimulo prévio. E
compreendida por barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, componentes celulares e
moléculas soluveis (CRUVINEL, 2010). Geralmente, a imunidade inata se refere a
uma ampla variedade de células mieldides e linféides que podem exercer a fungao
efetora rapida através de um repertério limitado de receptores (VIVIER, 2011).
Entretanto, esta imunidade também pode ser prejudicial, agredindo o organismo por
mecanismos autoimunes ou mesmo, na sua auséncia, oferecer espago aos agentes
infecciosos para agirem de forma exacerbada (JOBIM; JOBIM, 2008).

A imunidade inata € a primeira barreira contra infeccdo por M. leprae.
Independente da ativacédo da resposta imunoldgica adaptativa, é feita principalmente
por células fagocitarias, como macréfagos ativados, neutrdéfilos e células dendriticas,
como também por linfocitos T citotoxicos e células NK, que podem eliminar os
bacilos (IYER, 2009). A base da resisténcia ao desenvolvimento das manifestacoes
clinicas da hanseniase pode estar diretamente relacionada a uma resposta imune
inata eficaz em combinagdo com a baixa viruléncia de M. leprae, levando a
diferentes graus de resposta celular no hospedeiro (LASTORIA; ABREU, 2014).

M. leprae, parasita intracelular obrigatorio, ao invadir o hospedeiro, passa a
residir dentro de macrofagos, células dendriticas e células de Schwann. Ha varias
formas utilizadas pelo bacilo para invadir o hospedeiro, uma delas é através do PGL-
1, glicolipidio especifico de M. leprae, que reconhece o fragmento do complemento
CR3 levando a fagocitose. O reconhecimento de patégenos por células do sistema
imune inato pode acontecer tanto por fragmentos do complemento, receptores de
reconhecimento de padrao (PRR) e receptores Toll-like (TLR) presentes nas células
dendriticas e macrofagos. O PGL-1 leva a baixa produgcdo de TNF, IL1B, e IL10
(BRIGHTBILL, 1999; NATH; SAINI; VALLURI; 2015).
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O sistema imunolégico inato exerce importante papel na infecgédo por
bactérias intracelulares, sendo capaz de regular a inflamagao, a secrecdo de
citocinas e quimiocinas e as vias efetoras microbicidas, como a maturagéo e a fuséo
de fagossomos bacterianos com lisossomos, a atividade de peptideos
antimicrobianos, a producdo de mediadores de estresse oxidativo, a indugao de
apoptose e a via de autofagia. Sendo todas estas vias reguladas por interferon gama
(IFN-y). Apesar destas vias de defesa, M. leprae tem desenvolvido formas de
escapar de peptideos microbicidas, do estresse acido e oxidativo, da limitagcdo de
nutrientes e de oxigénio e subsequentemente, escapar da morte. M. leprae pode
inibir a fusdo de fagossomos-lisossomos e desta forma impedir a maturagado dos
fagossomos numa fase precoce (OTTENHOFF, 2012).

A fagocitose, a liberagdo de mediadores inflamatorios, a ativagéo de proteinas
do sistema complemento, bem como a sintese de proteinas de fase aguda, como as
citocinas e quimiocinas sao o0s principais mecanismos na imunidade inata
(CRUVINEL, 2010). No inicio da infec¢cado, ha uma resposta imunologica indefinida
no hospedeiro, que sera regulada por citocinas inflamatérias e quimiocinas que
podem levar a proliferagéo de linfécitos T helper 1 (Th1) ou de linfocitos T helper 2
(Th2) contra M. leprae. De acordo com o tipo de proliferagao prevalente havera uma
resposta imunologica celular (Th1) ou humoral (Th2). Isso vai determinar a evolugao
da doenga para a forma TT ou LL, respectivamente (LASTORIA; ABREU, 2014).

Os TLR sdo uma familia de receptores altamente conservados, responsaveis
pelo reconhecimento imunoldgico inato de micobactérias, uma vez que se liga a
lipoproteinas presente nas bactérias. Uma varredura de todo o genoma de M. leprae
detectou 31 supostas lipoproteinas. Estudos comprovam que a expressao e a
ativagao regulada desses receptores contribuem para a defesa do hospedeiro contra
agentes microbianos patogénicos, varios mecanismos de ativagao e inibicdo tém
sido identificados (MODLIN, 2010; NATH; SAINI; VALLURI; 2015).

Modlin acredita que as lipoproteinas microbianas desencadeiam respostas no
hospedeiro através de TLR2, exigindo a presenca de grupamentos acil para exercer
a atividade. Observou-se que as lipoproteinas triaciladas dos patégenos ativam
heterodimeros TLR2/1, enquanto que as lipoproteinas diaciladas ativam
heterodimeros TLR2/6. Os heterodimeros TLR2-TLR1 medeiam ativacao celular por

morte de M. leprae, indicando a presenca de lipoproteinas triaciladas. Estudos
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comprovam que lipopeptideos sintéticos ativam ambos mondcitos e células
dendriticas. Essa ativacao é reforcada pelas citocinas tipo | e inibidas por citocinas
tipo Il. INF-y favorece a expressao de TLR1 em monécitos e GM-CSF favorece a
expressao de TLR1 em células dendriticas, enquanto que IL-4 reprime a expressao
de TLR2 (MODLIN, 2010). TLR2 e TLR4 reconhecem M. leprae, ativando os
monacitos, levando a liberagdo de IL-12, uma citocina que induz as citocinas proé-
inflamatorias e a morte do bacilo. A sobreposi¢cdo da resposta imunoldgica inata e
adaptativa tem demonstrado que IL-4, uma citocina Th2, e IL-10 desempenham um
papel regulador negativo, regulando a expressdo de TLR2 e a producédo de
citocinas. (NATH; SAINI; VALLURI; 2015). Os TLR1 e TLR2 sao fortemente
expressos em lesdes da forma TT em comparagcdo com a forma disseminada da
doenca, forma LL (MODLIN, 2010).

Além do TLR1-TLR2, ja foram identificados outros TLR e PRR, que também
possuem papel importante na regulacido da resposta imune inata. Dentre eles, o
TLR4, TLR8 e o TLR9. Outro receptor também estudado € o receptor citoplasmatico
NOD2 (dominio de oligomerizacao ligado a nucleotideos), pertencente a familia dos
receptores NOD-like, que apresenta partes homdlogas ao TLR, contendo repeticoes
ricas em leucinas que medeiam a resposta a peptideoglicanos, incluindo os
derivados de micobactérias (MODLIN, 2010).

Os linfocitos NK participam da imunidade inata, influenciando a resposta
imunoldgica adaptativa e a imunorregulacédo (POLI, 2009). Apresentam algumas
diferengas em relagdo aos outros linfécitos, como a auséncia do receptor de célula T
(TCR), molécula central da resposta imunolégica do linfécito T que necessita de
experiéncia timica para ganhar a circulacdo e mostrar efetividade na vigilancia do
organismo. As células NK sao timo independente, e os pacientes com auséncia das
NK sofrem de infecgdes virais persistentes, particularmente de virus do tipo herpes
(JOBIM; JOBIM, 2008).

A funcdo das células NK em pacientes com hanseniase ndo esta bem
estabelecida. Um dos primeiros estudos realizados sobre a atividade destas células
na hanseniase mostrou que nao houve diferenca na atividade das células NK de
individuos com hanseniase lepromatosa (LL) ou com as formas dimorfas,
comparados aos individuos saudaveis, porém mostrou atividade reduzida dos
linfécitos NK em pacientes LL com ENH (HUMPHRES; GELBER; KRAHENBUHL,
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1982). Estudos posteriores mostraram células NK com baixa atividade em pacientes
com hanseniase virchowiana n&o tratados e nao reacionais, quando comparados
aos controles normais. Pacientes com reacdes reversas mostraram atividade normal
dessas células, quando foram comparados com a forma BT (CONVERSE; BJUNE,
1986).

Chiplunkar et al. (1990) demonstraram que as células NK de pacientes com a
forma LL ndo tratados e tratados com multidrogaterapia (MDT) foram menos
eficazes em promover a citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), em
comparagao com pacientes com a forma TT ou controles saudaveis. As células NK
promovem a depuracao dos bacilos de M. leprae via citotoxicidade contra células de
Schwann e macrofagos infectados. Esta agdo pode ser incrementada pela inje¢cao
intra-lesional de interleucina-2 (IL-2) (CHIPLUNKAR, 1990; KAPLAN, 1989;
STEINHOFF, 1991).

Em estudos realizados por Sélon (2012) com técnica de citometria de fluxo,
foi observada uma reducgéo na populagido de células NK (CD3'CD16°CD56") no
sangue periférico hanseniano, antes de qualquer intervengao terapéutica. Apds o
tratamento adequado da hanseniase, houve uma recuperagdao na contagem desta
populacdo celular, enquanto as outras subpopulacdes: linfocitos T totais (CD3%), T
auxiliares (CD4%), T citotoxicos (CD8"), T (CD4'CD8"), B (CD19%), e NKT
(CD3"CD16"CD56") mantiveram-se inalteradas.

Outro estudo, realizado por Pinheiro (2013), comparando a populagdo de
linfocitos NK (CD3'CD16°CD56%) de pacientes com hanseniase com individuos
saudaveis, também observou uma reducdo na populagdo de linfocitos NK (CD3"
CD16"CD56") em pacientes hansénicos.

Soélon (2012) e Pinheiro (2013) sugerem que as células NK estejam
envolvidas ativamente na resposta imunoldgica inata, ja que as contagens reduzidas
de células NK encontradas nos pacientes com hanseniase poderiam representar
uma migracédo desta populagdo de células para os sitios de lesdo na tentativa de
promover protecdo contra o bacilo, através da destruicdo de macrofagos e células
de Schwann infectadas por M. leprae. A possibilidade de imunodeficiéncia
especificamente na populagao de células NK é considerada mais remota, pois estes
individuos com hanseniase experimentaram uma recuperagdo das contagens de

células NK apods o tratamento especifico da doenca.
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2.5.2. A imunidade adquirida na hanseniase

A resposta imunoldgica adquirida caracteriza-se pela interagdo altamente
especifica dos linfécitos, células dendriticas, macréfagos, e fatores soluveis. Dentre
os fatores solluveis, ha os anticorpos secretados pelas células B, que capturam
bactérias livres, e as citocinas secretadas pelas células T que atravessam as
membranas celulares para debelar patégenos intracelulares (NATH; SAINI;
VALLURI; 2015).

Classicamente, a imunidade adaptativa pode ser subdividida em celular ou do
tipo 1, e humoral ou do tipo 2. Apresenta mecanismos que se baseiam no
reconhecimento especifico de antigenos, mediado por receptores presentes nas
membranas dos linfocitos T e B. A capacidade dos linfécitos T auxiliares (CD4"),
também conhecidos como linfocitos T helper (Th), em induzir as respostas celular ou
humoral esta relacionada com os tipos de citocinas secretadas. INF-y leva ao
desenvolvimento da resposta Th1 e IL-4 a Th2. Na hanseniase, em alguns
pacientes, tem sido descrito o perfil ThO com produgdo de ambas citocinas INF-y e
IL-4 (MISRA, 1995; MORAES, 2006; YAMAMURA, 1992).

Pacientes hansénicos mostram uma dicotomia nas respostas de célulasBe T
(NATH; SAINI; VALLURI; 2015). A resposta imunoldgica na hanseniase esta
associada com o desenvolvimento de formas clinicas distintas, em que o predominio
da resposta celular esta relacionado a forma clinica mais branda da doenca
(tuberculdide) e a auséncia da resposta celular, com a forma clinica mais grave
(lepromatosa) (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Hasan et al (2006) sugerem que a ativagao diferencial de citocinas em
pacientes com hanseniase parece ser critica na disseminagcdo e progressao da
doenga. O padrdo de citocinas vem sendo amplamente estudado, através de
técnicas de imunoistoquimica, hibridizacao in situ, ELISA do soro de pacientes e do
sobrenadante de culturas de PBMC (células mononucleares do sangue periférico),
etc. Os clones de células T derivados de lesdes de pacientes apresentam padroes

de citocinas diferentes de acordo com a forma clinica da doenca.
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Figura 2: Caracteristicas imunolégicas do espectro da hanseniase (Classificagao de Ridley Jopling),
reagbes hansénicas e sua relagdo com a carga bacilar. TT: forma polar tuberculdide; BT: forma
borderline tuberculéide; BB: forma borderline-borderline; BL: forma borderline lepromatosa; LL: forma
polar lepromatosa; RR: Tipo 1 / Reagdo Reversa; ENL: Tipo 2 / Eritema nodoso hansénico. Th1: T
helper 1; Th2: T helper 2; ThO: T helper 0; Th17: célula T auxiliar produtora de IL 17; Foxp3: célula T
com fator de transcrigao "fork head box p3", CMI: imunidade mediada por células T; Ac: anticorpos;
IFN-y: interferon gama; IL-4: interleucina 4. Fonte: Adaptada de Nath (2015).

Recentemente, duas células T reguladoras tém sido estudadas em
hanseniase, as células Th17 e as células Foxp3. O subconjunto de células Th17
produz citocina IL-17, descritas em reagées de ENH (Eritema nodoso hansénico ou
reacao do tipo 2) (MARTINIUK, 2012). Segundo Saini et al (2013), as células Th17
podem constituir um terceiro tipo de perfil Th na hanseniase, uma vez que foram
observadas em lesbes e em culturas de PBMC de pacientes TT, com maior
associacdo de Th17 com tipos ThO n&o polarizada. O perfil Th17 pode ser uma via
alternativa em pacientes incapazes de montar uma resposta Th ou quando a
polarizacédo de Th ainda néo foi definida (Figura 2) (NATH; SAINI; VALLURI; 2015).
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O segundo subconjunto de células T reguladoras sdo as células Foxp3 ou
linfocitos Th3 e / ou células T reguladoras (CD4" CD25" Foxp3™), que s&o induzidas
pelo aumento de TGF, regulam negativamente as respostas imunes e as células
Th17, apresentando funcdo supressora (KUMAR, 2013). Acredita-se que estas
células T reguladoras podem ser ativadas na presenga de uma grande quantidade
de IL-4, como na forma LL, induzindo a produgao de TGF-B1 e IL-10, contribuindo
com a persisténcia do parasito e a indugao da cronicidade da doenga (GOULART,
2002; VENTURINI, 2011).

Estudos sugerem que ha consideravel plasticidade nestes dois subgrupos de
células reguladoras e em alguns momentos uma sobreposi¢cdo nas respostas
imunoldgicas (Figura 2). A biologia da célula T envolve uma interagdo complexa
entre as células efetoras e reguladoras, pode levar a uma protegdo através da
eliminacdo do patégeno e / ou danos nos tecidos causados por uma
hipersensibilidade do tipo tardia (NATH; SAINI; VALLURI; 2015).

Os pacientes TT apresentam relativa resisténcia ao patégeno, a infeccéo é
localizada e as lesdes sao caracterizadas pelo perfil Th1 com expressao de citocinas
como IL-2 e IFN-y, resultando em uma resposta imunolégica mediada por célula.
IFN-y ativa macréfago e IL-2 estimula o crescimento de células T antigeno-
especificas, resultando em doenga mais branda ou cura. No polo oposto, também
chamado de polo anérgico, os pacientes com a forma LL apresentam
susceptibilidade a M. leprae, a infeccdo é disseminada e as lesbdes caracterizam-se
pela expressdo de citocinas do perfil Th2: IL-4, IL-5 e IL-10, com predominio de
resposta humoral e uma resposta imune celular ineficiente ou mesmo ausente a
M.leprae. IL-4 estimula a produgdo de imunoglobulina E (IgE) e ambas, IL-4 e IL-10
estimulam células B e inibem ativacdo de macréfago, resultando em infecgéo
progressiva (GOULART, 2002; MODLIN, 1994). Nesta forma da hanseniase, as
lesdes sdo caracterizadas por reducdo de células T CD4" e aumento de células T
CD8" (MISCH, 2008).

Nos grupos dimorfos, dados sobre a producédo de citocinas sdo escassos.
Misra et al. (1995) verificaram perfis Th1 e ThO em pacientes BT, enquanto que os
pacientes BL tinham perfis Th2 e ThO. Mc Clean et al. (1994) observaram que lesdes
de pacientes BT apresentam mais células CD4" e que os pacientes BL possuem

maior quantidade de células CD8*. Tem sido observado que pacientes com
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hanseniase na forma LL e BL cursam, em sua evolugdo, com elevadas
concentragbes de anticorpos no soro, como o anti-PGL1, associado com a
depressado da imunidade celular (FOSS, 1997).

Estudos realizados por Venturini (2011), utilizando sangue periférico com
cultura de PBMC e fragmentos de lesbes de pacientes hansénicos com as formas
clinicas borderlines mostraram que pacientes BT apresentavam maior expressao de
enzima oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS), IFN-y e IL-10, com baixa expresséo
de TGF-B1 e igual expressao de TNF-a quando comparados com pacientes BL. A
alta expressao de iINOS e baixa expressao tecidual de TGF-B1, associada com a
presenca de células IL-10(+) na periferia do granuloma e no tecido conjuntivo sugere
um papel imunoregulador de IL-10. Além disso, o aumento de iINOS e IFN-y sugere
uma resposta imunoldgica mais eficiente do tipo Th1 ou celular, com consequente
morte de bacilos.

Nos pacientes BL foi observado uma alta expressao de TGF-B1 e IL-10 que
podem favorecer a manutencdo de bacilos em granulomas, ja que ambos podem
suprimir resposta celular a M. leprae. A expressdo de TNF-a foi semelhante nas
duas formas clinicas. Como esta citocina atua em sinergia com IFN-y, aumentando a
capacidade microbicida de fagécitos e favorecendo a manutencdo do processo
granulomatoso, acredita-se que esse processo favoreca uma diminuicdo da carga
bacilar que restringe o processo infeccioso em pacientes BT, enquanto que em
pacientes BL, a presenca de niveis baixos de IFN-y e elevados niveis de TGF- 31
permite a proliferagao bacilar.

No local da infecgdo, as DCs sédo as primeiras células a capturar M. leprae.
Elas produzem IL-10 e IL-12, fundamentais no direcionamento da resposta Th1 ou
Th2 contra o bacilo causador da hanseniase. As DCs derivadas de macrofagos tém
demonstrado alta capacidade de capturar antigenos e de exercer de forma efetiva a
apresentacdo dos mesmos (MIRA, 2004; MODLIN, 2010), porém, com baixa
ativacdo de células T (BARKER, 2006).

O macréfago possui caracteristicas distintas dependendo da forma clinica da
doenca. Uma vez que € a célula hospedeira primaria de M. leprae desempenha um
papel importante na patogénese da hanseniase. Nas lesdes das formas
tuberculdides (TT), onde ha formagao de granuloma, dificilmente sdo encontradas

bactérias dentro dos macrofagos, mas na hanseniase lepromatosa (LL), as lesdes
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caracterizam-se pelo acumulo de macrofagos que sao incapazes de impedir a
multiplicacdo de M. leprae. Estudos mostram haver uma distingdo dos receptores
celulares expressos nos macrofagos de cada forma clinica da doenga (KRUTZIK,
2003).

Os linfécitos T sdo cruciais no desenvolvimento da resisténcia contra o M.
leprae (KIMURA, 2004). Os linfocitos T auxiliares (CD4") reconhecem peptideos
ligados a MHC Il, e sdo especializados em enviar sinais a outras células do sistema
imunologico como macrofagos, linfoécitos B e T CD8", através de citocinas e
interacao direta. Os linfocitos T citotoxicos (CD8") reconhecem peptideos ligados ao
MHC | e sao especializados em detectar as células infectadas para destrui-las. O
principal mecanismo de agao dos linfocitos T citotoxicos € a indugdo de apoptose,
seja através da expressao de receptores de morte, seja pela liberagao de perforinas
e granzimas. Além disso, os linfécitos T citotoxicos secretam citocinas como IFN-y e
TNF, as quais podem aumentar a apresentacdo de antigenos e mediar os efeitos
contra os patogenos, por interferirem na replicagdo viral e bacteriana (SCHEPERS,;
ARENS; SCHUMACHER, 2005).

2.6. Linfécitos Natural Killer (NK)

Dentre as células que compdem o sistema imune inato se incluem as células
NK que contribuem para a vigilancia imunoldgica. Estas células foram classificadas
como pertencentes a imunidade inata por serem capazes de induzir diretamente a
morte de células tumorais e células infectadas com virus, na auséncia de
imunizagdo especifica. Correspondem a cerca de 10 a 20% dos linfécitos
circulantes. Morfologicamente, sdo maiores do que os linfocitos T e B, apresentando
citoplasma granular e marcadores de superficie CD16" e CD56" (JOBIM; JOBIM,
2008; VIVIER, 2011). As ceélulas NK diferenciam-se de linfocitos T por néo
necessitarem de maturagao no timo, como também por ndo expressarem em sua
superficie o TCR e o CD3 (JOBIM; JOBIM, 2008; SANZ, 2013).

Funcionalmente, diferem dos integrantes da imunidade adaptativa por
reagirem de maneira rapida, durante a invasédo do organismo, sendo importantes no
reconhecimento de patdégenos intracelulares e de células tumorais. De forma

semelhante aos linfécitos, sua fungao efetora se da por intermédio de secrecdes de
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citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IFN- y) e imunossupressoras (IL-10, TGF-(3),
fatores de crescimento (GM-CSF e G-CSF), liberacao de citocinas como granzimas
e perforinas, expressdo do receptor de superficie CD95 (FAS) capaz de induzir
apoptose em células alvo, liberacdo de quimiocinas, de INF-y e pela relagao estreita
com as células dendriticas (GRAY, 1998; JOBIM; JOBIM, 2008; VIVIER, 2011).

Recentemente, ha evidéncias de que as células NK apresentam
caracteristicas de células da resposta imune adaptativa, incluindo: habilidade para
reconhecer especificamente antigenos microbianos; e potencial para se desenvolver
em uma célula de memoédria de vida longa, que protege contra infecgdes
subsequentes. Estes achados implicam que novas estratégias para vacinas podem
ser desenvolvidas para facilitar a indugdo de células NK de memoria de vida longa,
patdgeno-especifica, que pode contribuir para prevengdo ou controle de infecgdes
(SUN, BEILKE, LANIER, 2009; SUN, BEILKE, 2011; PAUST, SENMAN, ANDRIAN,
2010; PAUST, SENMAN, ANDRIAN, 2011).

Atualmente, questiona-se a funcao das células NK estar relacionada apenas a
imunidade inata, uma vez que, considerando as diversas funcbes descritas das
células NK, pode-se verificar sua participacdo efetiva na imunidade adaptativa.
Dentre as diversas fungdes das células NK, foi observado que a producédo de
citocinas e quimiocinas por estas células, afetam as células T e células B, com
subsequentes respostas especificas ao antigeno. A elevada producdo de IFN-y
pelas células NK pode ajudar a moldar a resposta de linfécitos T nos nddulos
linfaticos. Sugere-se que a interagao direta dos linfétitos T "virgens" com as células
NK, que migram dos tecidos periféricos inflamados para os o6rgéos linfoides
secundarios, pode levar a respostas de células T, possivelmente por diminuicdo da
carga antigénica ou porque os restos das células alvo podem promover reagdes
cruzadas com a apresentacdo de antigeno as células T CD8" citotoxicas. Além
disso, a secrec¢ao de quimiocinas € considerada fundamental para a quimiotaxia de
outras células, tais como as células dendriticas para o local da inflamagéo (VIVIER,
2011).

Através de estudos em camundongos e humanos, foi demonstrado que as
células NK podem adquirir diversos fendtipos e fungdes, dependendo do desafio
imune. As células NK podem ser ‘“instruidas” e selecionadas durante seu

desenvolvimento, exibindo antigenos especificos, submetidos a expansao clonal
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durante a infeccdo, e se tornando células de memoria efetoras de vida longa.
Embora a habilidade de células NK interagirem com a resposta imunologica
adaptativa ja tenha sido amplamente caracterizada em infecgcbes e em células
malignas, estudos recentes mostram a importancia de fungdes imunossupressoras
pelas células NK também na autoimunidade, na imunodeficiéncia e nos transplantes
(CROME, 2013; SANZ, 2013).

2.6.1 Tipos de Linfécitos NK

As células NK sado desenvolvidas durante a vida fetal, bem como apds o
nascimento a partir de células-tronco hematopoiéticas através de um progenitor
linféide comum (CLP). Estas células sao bastante heterogéneas e sdo encontradas
em diferentes 6rgaos, tais como o figado, pulméo, utero e intestino. (EVERSLOH,;
KILLIG; ROMAGNANI, 2013).

Os diferentes graus de amadurecimento s&o identificados pela expressao de
receptores na superficie membranar das células NK. Acredita-se que esse
desenvolvimento ocorre no sangue periférico, nos 6rgaos linféides secundarios e
nos tecidos. Ainda nao esta claro se a heterogeneidade tem origem de sinais
especificos nos tecidos que influenciam tanto na diferenciagdo terminal quanto no
desenvolvimento in situ das células NK. Supbe-se que o0 meio ambiente especifico
de cada tecido pode influenciar a diferenciacao in situ de células NK e explicar a
grande heterogeneidade funcional e fenotipica encontrada entre estas células
derivadas de diferentes tecidos. As células NK migram para os tecidos periféricos
para sofrer maior diferenciagdo. A figura 3 ilustra o desenvolvimento das células NK
de acordo com a imunoexpressdao dos marcadores de superficie (EVERSLOH;
KILLIG; ROMAGNANI, 2013).

Em humanos, as células NK s&o classificadas em diferentes subgrupos
baseados na intensidade de expressdo de marcadores de superficie, tais como
CD16 (receptor para a porgao Fc de imunoglobulina ou FCyRIIl) e CD56 (molécula
de adesdo mediada por adesdao homotipica) como também, no estudo de sua
capacidade efetora citotoxica (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; SANZ,
2013).



31

As células NK foram agrupadas de acordo com a expressao de marcadores
expressos na superficie destas células. As que expressam alto numero de copias de
CD56* ou CD16" em sua membrana (CD56°™" ou CD16"™™), as que expressam
um baixo nimero de cépias de CD56 ou CD16 em sua membrana (CD56°™ ou
CD16%™) além de ambos os marcadores com expressdo nula (CD16" ou CD56")
(COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001).
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Figura 3: Representacdo esquematica do desenvolvimento e diferenciacdo terminal de célula NK
humana. Da esquerda para a direita esta representado o desenvolvimento destas células a partir de
um progenitor linféide comum. A aquisi¢gao, a perda de marcadores de superficie e as propriedades
funcionais s&o propostas em um modelo linear de desenvolvimento e diferenciacdo terminal de
células NK humanas. Os niveis de expressdo de proteina sdo retratados como preto em alta
expressdo e branco sem expressao, cinza indica niveis intermediarios. As propriedades funcionais
sdo indicadas de forma correspondente. Abreviaturas: progenitor linfoide comum (CLP), medula
ossea (BM), células linféides inatas (ILC), sangue periférico (PB), érgéos linféides secundarios (SLO).
Fonte: Adaptada de Eversloh; Killig; Romagnani (2013).
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Em sangue periférico de humanos, foram definidas cinco subpopulagdes de
células NK: (1) CD56°™" CD16" (50-70% de CD56°9™), (2) CD56°™" CD16™ (30-
50% de CD56°™™) (3) CcD56%" cD16", (4) CD56"™ CD16°™" e (5) CD56"
CD16°™" (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; POLI, 2009). Cerca de 90%
das células NK em humanos apresentam baixa expressao de CD56 e alta expressao
de CD16, sendo as células NK CD56%™ CD16°™" o principal subgrupo circulante no
sangue periférico. Os outros 10% das células NK apresentam alta expressao de
CD56. Os outros sub-grupos sao encontrados em concentragbées muito pequenas
em individuos saudaveis e com fungdes desconhecidas (COOPER; FEHNIGER,;
CALIGIURI, 2001).

Basicamente, ha dois grupos majoritarios de células NK, os que expressam o
antigeno de superficie CD56" em alto nimero de copias em sua membrana
(CD56"™™) junto com a expressdo de um baixo ou nulo niimero de cépias de CD16*
em sua membrana (CD16%™), ou seja, CD56”"9" CD16“™" (células NK reguladoras);
e outro grupo que seria o inverso CD56%™ CD16”™" (células NK citotdxicas). Ambos
0s grupos, apresentam caracteristicas funcionais diferentes (SANZ, 2013).

A capacidade efetora citotoxica das células NK é determinada em funcgao da
capacidade de lisar espontaneamente in vitro células que n&o expressam moléculas
de histocompatibilidade de classe | (citotoxicidade espontdnea ou natural); da
capacidade, induzida in vitro com estimulo de citocinas, de lisar células que
expressam moléculas de histocompatibilidade de classe | (atividade LAC ou
citotoxicidade induzida) e da capacidade de lisar mediante o reconhecimento de
células previamente marcadas por imunoglobulinas 1gG, as quais se ligam nos
receptores CD16 (citotoxicidade dependente de anticorpo ou ADCC) (SANZ, 2013).

As células NK citotoxicas apresentam uma alta capacidade citotdxica natural,
citotoxica induzida e ADCC. Em contrapartida, as células NK reguladoras
apresentam baixa capacidade citotéxica natural e ADCC, mas uma alta capacidade
citotéxica induzida, sendo responsaveis pela liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
e anti-inflamatérias (Figura 4) (SANZ, 2013).
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Figura 4: Classificacdo das células natural killer (NK) em fungao de suas capacidades efetoras e

reguladoras. NK: natural killer. Fonte: Adaptada de Sanz (2013).

As células NK CD56%™ CD16”™" representam cerca de 90% das células NK
do sangue periférico, e sdo denominadas NK citotdxicas devido sua alta capacidade
litica e sua baixa capacidade de secretar citocinas. Elas destroem eficientemente
células alvo e tém baixa producdo de citocinas quando expostas a IL-12, mas
produzem altos niveis de IFN-y quando estimuladas através dos seus receptores de
ativagdo (CROME, 2013; SANZ, 2013).

Embora as células NK CD56”" CD16%" representem os 10% restante, estas
células apds ativadas apresentam baixa capacidade litica e alta capacidade
imunoreguladora, podendo liberar elevadas quantidades de citocinas, incluindo IFN-
Y, TNF-a e GM-CSF, mas para exercer a fungéo citotoxica precisam de longo tempo
de ativagao ou exposigcao a IL-2. Apesar de sua pequena concentragdo no sangue
periférico, elas estdo bastante presentes nos tecidos linféides secundarios. Ao
contrario, as células NK CD56°" CD16"” sd0 o subconjunto primario encontrado em
lesdes inflamatérias (CROME, 2013).
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As células NK localizadas nessas lesdes apresentam baixa producao de IFN-
Yy, quando estimuladas com IL-12 e IL-18, sendo negativas para perforinas. As
células NK CD56°™" CD16" parecem ser o principal subconjunto de células NK
efetoras nos tecidos. A dicotomia de funcdo entre as populagdes de células NK
sugere provavelmente que elas representam estados distintos de ativagao ou
diferenciagao de células NK (CROME, 2013).

2.6.2 Receptores de Linfécitos NK

As células NK apresentam uma variedade de receptores em sua superficie
que podem estimular a reatividade destas células (receptores de ativagdo) ou
diminuir essa reatividade celular (receptores inibitérios) (VIVIER, 2011). As fun¢des
das células NK sao determinadas pelas interagcdes entre seus receptores ativadores
e/ou inibidores com seus ligantes, que levara a ativacao ou inibicado destas células,
induzindo uma resposta protetora no organismo (SANZ, 2013). Os receptores de
ativagdo incluem receptores que interagem com ligantes soluveis, tais como
citocinas e com moléculas da superficie das células. Receptores de citocinas, como
IL-15R, IL-2R, IL-21R, estdo envolvidos no desenvolvimento de células NK e fungao
efetora. Em particular, IL-15 € necessaria para a maturagdo e sobrevivéncia de
células NK (VIVIER, 2011). Os subconjuntos de células NK diferem no padrdo de
receptores inibidores e ativadores codificados na linha germinal, como também em
relacdo a expressao diferencial de moléculas de adesdo e de receptores de
quimiocinas (CROME, 2013).

A combinacdo de todos os receptores, com a expressado exclusiva de alguns
deles por certas subpopulagdes de células NK e a variedade genética intrinseca de
cada individuo gera populagdes de células NK eficientes, mas bastante
heterogéneas. Acredita-se que a expressédo genética de uma ampla diversidade de
receptores nas células NK determinem os mecanismos utilizados por elas para
debelar infec¢gdes ou neoplasias. Dentre esses receptores, os KIR (receptores de
células natural killer) sdo importantes no reconhecimento de MHC classe | presente
nas células normais do organismo, reconhecendo-as como ceélulas préprias (SANZ,
2013).
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Estudos tém mostrado que as células NK sofrem um processo de maturacao
funcional para desempenhar estas fungoes, ou seja, para que as células NK possam
atingir seu potencial efetor total, ha necessidade de interagdo entre seus receptores
e as citocinas como IL-15 liberadas por DC e IL-12 e IL-18 liberadas por macréfagos
(VIVIER, 2001).

Os receptores de células NK se classificam em dois grupos, os ativadores e
inibidores. Os receptores inibidores apresentam uma cauda citoplasmatica grande
(DL ou domain large) com uma ou mais sequéncias ITIM (immunoreceptor tyrosine-
NK. Ha duas familias de receptores inibitérios, a familia dos KIR (Killer cell
immunoglobulin-like receptors), um subconjunto amplo e diversificado de receptores
envolvidos no reconhecimento de moléculas de histocompatibilidade de classe |
(MHC-I) e a familia de lectinas tipo C, que inicialmente representava os receptores
ativadores, até descobrir-se o0 CD94/NKG2A inibitério. Os receptores KIR inibidores
caracterizam-se por apresentar DL com sequéncias de ITIM e trés dominios de
imunoglobulinas extracelulares, exceto o KIR2DL que, embora tenha DL, apresenta
sequéncias ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif), sendo, portanto
um receptor ativador (SANZ, 2013).

Os receptores ativadores seriam uma associagao de proteinas adaptadoras
(DAF12) com sequéncias ITAM em seus dominios intracelulares. Estas sequéncias
sd0 necessarias para que as células NK sejam ativadas e exergam sua atividade
efetora citotoxica. Neste caso, os dominios citoplasmaticos sdo curtos (DS ou
domain short) e traduzem uma ativagéo via molécula adaptadora DAF12 através de
dominios ITAM. Frequentemente, apresentam dois dominios de imunoglobulinas
extracelulares. Dentre os receptores ativadores pode-se diferenciar cinco familias:
os receptores ativadores KIR (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DL4, KIR2DS4, KIR2DSS5 e
KIR3DS1), os receptores de lectinas tipo C (NKG2D, CD94/NKG2C e
CD94/NKG2E/H), os receptores com citotoxicidade natural (NCR), os dominios de
imunoglobulinas (DNAM-1, 2CD244 e o CD16) e os TLR (TLR2,4 e TLR9) (SANZ,
2013).

Alguns receptores da familia NCR s&o expressos exclusivamente pelas
células NK, sendo utilizados como marcadores para identificacdo dessas células.

Estes receptores sao responsaveis pela citotoxicidade natural, uma vez que ao
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ligarem-se aos receptores ITAM levam a uma ativagao potente. A quantidade desses
receptores expressos na superficie das células NK €& proporcional a atividade
citotoxica frente as células alvo e ao tamanho da massa tumoral (SANZ, 2013;
VIVIER, 2011).

QOutro receptor é o CD16, responsavel pelo processo chamado de ADCC. A
presenca desse receptor na superficie das células NK, torna-a capaz de ligar-se com
baixa afinidade a imunoglobulinas do isotipo IgG, levando as células NK de forma
especifica até a célula alvo, transmitindo sinais de ativacdo sobre a propria célula
NK. Os sinais traduzidos pelos CD16 via dominio ITAM levam a uma atividade
citotoxica potente e a secrecao de citocinas (SANZ, 2013, VIVIER, 2011).

As células CD56"™" CD16“™ secretoras de citocinas expressam altos niveis
do complexo de receptores inibitérios, reconhecem HLA-E, mas perdem a inibigao
via ligacao de receptores KIR com MHC classe |. Ambos os subconjuntos de células
NK expressam receptores de ativagdo NKG2D, NKp30 e NKp46. As células NK
CD56%™ CD16™ sso CD94") NKG2A™" ¢D25" CD117" mas expressam KIR. As
células CD56""" CD16” expressam um repertério mais completo de receptores
inibitorios, provavel origem ao limite superior necessario para a atividade citotéxica
em relagdo aos seus homoélogos CD56%™ CD16/". As células NK CD56°"9" cD16(”
expressam constitutivamente CD62L (L-selectina) e receptor de quimiocinas CC
(CCR)7 que facilita seu recrutamento no sangue periférico e justifica sua maior
capacidade de deslocamento para tecidos linféides secundarios e locais de
inflamacéao. Finalmente, as células NK CD56%™ cD57™ terminalmente diferenciadas,
tém sido sugeridas como a contrapartida de células NK de meméria KLRG1™
descritas em camundongos (CROME, 2013).

Em hanseniase, estudos realizados com foco nas manifestagcdes de padrao
tuberculdide reacional, foram analisadas 10 bidpsias de casos de forma dimorfa
tuberculdide reacional nao tratada e 10 de casos de hanseniase dimorfa com reagao
reversa (DRR), onde foi empregado o marcador CD57 para células NK. Observou-se
que as células CD57" estavam localizadas dentro e entre os granulomas, havendo
aumento do numero de células NK no grupo DRR (BARRETO, 2005).

Em outro estudo com bidpsias da pele de trés grupos de pacientes hansénicos,
sendo 11 com diagnéstico clinico de NL e 23 criangcas e 24 adultos com hanseniase

tuberculdide classica, onde foram empregados anticorpos anti-CD56 para marcar
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células NK, sendo observado que as células NK eram células redondas e grandes,
distribuidas esparsadamente no interior dos granulomas. Contudo, ndo houve diferenca

quantitativa dessas células entre os grupos (FAKHOURI, 2003).
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3. JUSTIFICATIVA

Em revisdo de literatura ndo foram encontrados estudos realizados em bidpsias
cutaneas de pacientes hansénicos, utilizando os marcadores de células NK, CD16 e
CD56, e correlacionando sua imunoexpressao com as formas clinicas. Os trabalhos
encontrados utilizavam CD57 ou CD56; estudando os mesmos em casos especificos,
como em hanseniase tuberculéide reacional (BARRETO, 2005), ou em hanseniase
nodular (NL) em crianga versus hanseniase tuberculdéide em adultos (FAKHOURI,
2003).

Estudos realizados em sangue periférico de humanos, utilizando citometria de
fluxo, demonstraram que as células NK apresentavam subtipos que se diferenciavam
pela intensidade da imunoexpressao de CD56 e CD16 em sua superficie membranar;
conferindo fungdes distintas a estes subgrupos, onde células NK CD16" apresentam
elevada citotoxicidade, enquanto células NK CD56" apresentam elevada producéo de
citocinas (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo foi observada uma redugéo na
populacdo absoluta de células NK (CD3'CD16°CD56") no sangue periférico de
pacientes hansénicos, antes de intervencao terapéutica. Inicialmente, esta populacao
foi comparada em relagdo a pacientes hansénicos apos tratamento (Soélon, 2012),
posteriormente, em relacdo a individuos saudaveis (Pinheiro, 2013), havendo em
ambos os casos, normalizacdo desta populacdo de células apds tratamento. Esses
achados estimularam o estudo e a avaliagao da presenca destas células NK em lesdes
de pacientes com hanseniase, na tentativa de verificar se esta redugdo no sangue
periférico poderia ou n&do estar relacionada a migragdo destas células para o local da
lesdo, como forma de controlar a infecgdo e debelar o patégeno. Desta forma, optou-se
por estudar a presenga das células NK, considerando a heterogeneidade de
marcadores na sua superficie celular (CD16 e CD56), relacionando com as formas
clinicas polares da doenca, como também com as formas borderlines.

O primeiro estudo sobre a relagdo entre os principais marcadores de
superficie de células NK em lesdes de pacientes com as diferentes formas clinicas
de hanseniase € o presente. O papel das células NK em hanseniase ainda € pouco

compreendido.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a imunoexpressao de marcadores de células Natural Killer (NK),
CD16" e CD56", em lesdes cutdneas de pacientes com hanseniase antes do

tratamento.

4.2 Especificos

e Quantificar as subpopulacdes de linfocitos NK CD16™ e NK CD56" em
bidpsias de pele de pacientes com hanseniase virgens de tratamento.

e Comparar as subpopulagdes de linfécitos NK em lesdes de pacientes
classificados como tuberculdides, borderlines e lepromatoso.

e Verificar a possivel relagédo entre a expressdo de células CD16" e/ou

CD56" com o género, o resultado da baciloscopia e com as formas clinicas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho do estudo

Estudo transversal retrospectivo de carater observacional.

5.2. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido a Plataforma Brasil para registro da pesquisa (n° do
parecer: 139.628 / data: 28/11/2012), e apds obter parecer favoravel, foi submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia

Sanitaria Dona Libania e aprovado sob o numero 009/2012 (Anexo).

5.3. Local do estudo

O estudo foi realizado no Centro de Dermatologia Dona Libania e no
Laboratério de Técnicas Cito-histopatolégicas Especiais (LABTECH) do
Departamento de Patologia e Medicina Legal (DPML) da FAMED (Faculdade de
Medicina) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.4. Selecao dos pacientes

Foi realizado estudo baseado na avaliagdo de amostras histopatoldgicas
provenientes do Laboratério de Patologia do Centro de Dermatologia Dona Libéania
com diagndstico clinico-laboratorial de Hanseniase, de acordo com a classificagéo
de Ridley-Jopling.

Os dados foram coletados de prontuarios dos pacientes cujas biopsias
tiveram diagnostico confirmado de hanseniase, selecionados a partir de alguns
critérios: ter informagdes clinicas acerca de género, idade, procedéncia e
informacdes relacionadas a patologia, tais como a forma clinica, carga bacilar no
diagnostico, classificagdo operacional, ter realizado biopsia de pele antes de
tratamento prévio, exibir quantidade suficiente de material no bloco parafinado; nao

ter artefatos de fixagao ou de outra natureza.
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A selecdo dos prontuarios foi subdividida em trés grupos de acordo com as
formas clinicas: tuberculdide, borderline e lepromatosa. Dos 54 casos estudados, 19
eram da forma clinica tubercul6ide (TT), 14 da forma borderline (BT, BB e BL) e 20

da forma lepromatosa (LL), sendo 1 caso da forma clinica indeterminada (1).

5.4.1 Critérios de inclusao

o Diagnostico de hanseniase, segundo avaliagao clinica e histopatoldgica

por especialista em unidade de referéncia.

5.4.2 Critérios de exclusao

e Forma clinica neural pura;

e Auséncia de bidpsia cutanea no diagnaostico;

e Tratamento anterior de hanseniase ha menos de 5 anos;

e Associagdo com outras doengas graves (HIV/aids, tuberculose,
malaria, leishmaniose tegumentar, calazar, doencas mieloproliferativas e

linfoproliferativas) ou uso de imunossupressores.

5.5. Métodos

5.5.1 Histologia

De acordo com os laudos histologicos dos pacientes, as biopsias foram
colhidas no local das lesdes selecionadas com punch que variavam de 0,3 a 0,8 cm.

Ap0ds selecao dos blocos parafinizados, o material foi submetido a microtomia,
em micrétomo digital Leica®, obtendo-se cortes com espessura de 4 um que foram
colocados em laminas comuns para coloragcdo com Hematoxilina & Eosina, e em
laminas silanizadas para realizagao da imunoistoquimica.

Os casos selecionados foram examinados microscopicamente, por um
patologista experiente para confirmar tanto o diagndstico histopatolégico existente
no prontuario, quanto para confirmar as formas clinicas de acordo com a

classificagdo de Ridley-Joppling. Essa analise foi realizada em pelo menos dois
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cortes de cada caso corados em HE. O patologista também realizou a leitura das

ldaminas de imunoistoquimica.

5.5.2 Imunoistoquimica

5.5.2.1 Padronizacao da técnica

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os blocos de parafina
contendo os fragmentos de pele foram cortados em micrétomo, na espessura de 4
Mm e montados em laminas silanizadas. Foram confeccionadas duas laminas de
cada amostra contendo dois cortes cada. Para a pesquisa de CD16", empregou-se
anticorpo monoclonal de coelho anti-humano CD716a (clone SP189) da Spring
Bioscience® como anticorpo primario. E para a pesquisa de CD56", empregou-se
anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano CD56 (clone 123C3) da Dako®.

A titulo de padronizagdo, foram avaliadas diferentes concentragdes de
diluicdo do anticorpo, visando obter uma melhor visualizagdo dos marcadores, sem a
ocorréncia de coloragdes inespecificas (“background”). Para essa padronizagéo
foram utilizados tecidos de controles positivos. Para CD16" e CD56" foram obtidos
seccoes de tecidos de pulmdes e tumor carcinoide, respectivamente, conforme
recomendac¢des do fabricante.

Na primeira tentativa, para a determinacdo do titulo do anticorpo primario,
foram feitas reacbes de imunoistoquimica, com as seguintes diluicbes dos
anticorpos: 1/50, 1/100 para CD56 e 1/100 e 1/150 para CD16 em amostras de
controle. Em seguida, foram testadas as diluigdes de 1/100 e 1/200 com Linker para
CD56 e 1/100 com Linker e 1/200 sem Linker para CD16. As diluicdes dos
anticorpos selecionadas foram a de 1/100 com Linker para CD56 e 1/100 sem Linker
para CD16, em que os antigenos foram devidamente identificados nos fragmentos,
sem a ocorréncia de coloragdo de fundo. Como controle negativo, foi utilizada a
mesma amostra do controle positivo, sem a adi¢gdo do anticorpo primario durante a

reacao.
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5.5.2.2 Técnica de Imunoistoquimica

Testes imunoistoquimicos para a evidenciacdo de CD16" e CD56" foram
realizados para cada caso selecionado. Os cassetes contendo amostras de lesbes
de pele de pacientes hansénicos foram submetidos a microtomia, realizando-se
seccoes de 4 ym de espessura, e a aposi¢gao dos cortes histoldogicos em laminas
silanizadas, sendo utilizados dois cortes por lamina.

As laminas silanizadas foram colocadas em suporte vertical para laminas e
levadas para a estufa, com temperatura estabilizada a 60°C, durante uma hora, com
o objetivo de derreter o excesso de parafina e melhorar a aderéncia dos tecidos a
lamina.

Ao mesmo tempo, iniciou-se a preparacdo do tampdo de recuperagao
antigénica. Utilizou-se o tampéo Envision Flex Target Retrieval Solution, pH=9,
cédigo de referéncia K8000 - Dako®, diluicdo 1:50. O tampéo foi conservado na
geladeira a temperatura de 2-8°C.

Em seguida, essa solugdo de 1500 ml (30 ml de tampédo de recuperagao
antigénica + 1470 ml de agua destilada) foi colocada em um tanque de mddulo pré-
tratamento Dako® PT Link, aparelho que proporciona um banho-maria em sistema
fechado, com temperatura monitorizada e controlada automaticamente. Foi realizado
o pré-aquecimento do sistema até 65°C durante trinta minutos.

Ap6és uma hora, as laminas foram retiradas da estufa e colocadas em
suportes de laminas do aparelho (“pentes”), as quais foram posicionadas no tanque
do Dako® PT Link (Figura 5), onde foi acionado o segundo “run’, iniciando o
aquecimento do sistema até a temperatura de 97°C, permanecendo nessa
temperatura por trinta minutos. A seguir, o sistema foi novamente resfriado até 65°C,
com o tempo total de processamento de aproximadamente uma hora e meia (Figura
4).
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Figura 5: A foto A ilustra o aparelho Dako® PT Link, interligado ao computador, onde é realizado a
recuperagdo antigénica com temperatura monitorizada e controlada automaticamente. A foto B
mostra o aparelho aberto, onde € possivel visualizar os 2 tanques de moddulo pré-tratamento

independentes, com capacidade de 24 laminas por tanque. Fonte: Dados do autor.
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Esta etapa de recuperagdo antigénica possibilita, através do calor e da
solugdo tampdo, a quebra das pontes e ligagdes induzidas pela formalina,
recuperando assim os epitopos antigénicos, promovendo também a reidratagdo dos
cortes histoldgicos, permitindo, uma melhor ligagdo dos anticorpos aos epitopos
(SHI; SHI; TAYLOR, 2011).

O material foi retirado dos tanques e as laminas foram colocadas em um
borrel contendo tampé&o de lavagem, durante 3 minutos. Essa lavagem foi feita trés
vezes consecutivas. Para a lavagem utilizou-se o tampé&o do kit (Envision Flex,
pH=7,6, Dako®), na diluicdo de 1:20.

Os cortes histologicos foram demarcados com caneta hidrofébica (Dako® Pen
— referéncia S2002), utilizada para demarcar a area em torno do corte histoldgico,
impedindo o vazamento de reagentes.

Apods as lavagens e a demarcagao, as laminas foram retiradas do tampao e
submetidas ao bloqueio com peroxidase, utilizando EnVision™ Flex Peroxidase-
Blocking Dako® por 10 minutos. Esta etapa tem o objetivo de bloquear a peroxidase

dos tecidos para evitar reagcao de fundo quando da etapa de coloracao.

Quadro 1 — Informagdes sobre os anticorpos e sua metodologia de incubagéo.

Anticorpo Clone Especificidade Diluicao Incubacgao
Anti-CD16 Anti-humano :
: Monoclonal : 1 hora, camara umida,
Spring produzido em 1:100 :
: : (clone SP189) temperatura ambiente.
Bioscience® coelho
Anti-humano ) o
Anti-CD56 Monoclonal ) 1 hora, cdmara umida,
® produzido em 1:100 _
Dako (clone 123C3) temperatura ambiente.

camundongo

Posteriormente, as laminas foram lavadas com tamp&o, por trés vezes
consecutivas, sendo 3 minutos cada lavagem. Seguiu-se a incubagdo com os
anticorpos primarios, ambos na diluicdo 1:100. Utilizou-se o anticorpo monoclonal de
coelho anti-humano CD16a (clone SP189) da Spring Bioscience® e o anticorpo
monoclonal de camundongo anti-humano CD56 (clone 123C3) da Dako® (Quadro
1). Foi realizada a aplicagédo do anticorpo primario, lamina por lamina, e o conjunto

permaneceu em incubacdo por uma hora, em cadmara umida em temperatura
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ambiente. Apds incubagao, foram realizadas trés lavagens de 3 minutos cada, com o
tampao diluido 1:20 (Wash Buffer Envision Flex, pH=7,6, Dako®).

As laminas foram separadas em dois grupos, utilizando borrel distintos. Um
grupo para marcagdo com o anticorpo CD56 utilizando o Linker EnVision™ Flex
Mouse Dako®, com incubagao de 30 minutos e um segundo grupo para o anticorpo
CD16, no utilizando o Linker EnVision™ Flex Mouse Dako®.

As laminas marcadas com CD16, nas quais nao foi utilizado incubagdo com o
Linker, seguiram para incubacdo com o polimero livre de biotina EnVision™
Flex/HRP Dako® por 30 minutos. Em seguida, foram realizadas trés lavagens de 3
minutos com tampéao de lavagem, e logo apos, foi feita a coloragdo com a incubagao
do cromégeno Dako® DAB durante cinco minutos e posterior lavagem das 1aminas
em agua corrente. Apos, incubagédo com o Linker, o grupo de laminas marcadas com
CD56, seguiu o mesmo protocolo do primeiro grupo.

Em seguida, foi feita a contra coloracido de ambos o0s grupos com
hematoxilina de Meyer por 1 minuto, seguida de banhos em agua destilada e agua
corrente. Apos essa etapa, foram realizadas trés passagens em alcool absoluto,
para desidratacéo e trés passagens em xilol, para diafanizagao ou clareamento. Por
ultimo, foram realizadas as montagens das laminas, através da fixacdo das
laminulas, utilizando Balsamo do Canada.

Apos secagem das laminas, os cortes foram avaliados em microscépio éptico
com investigacdo de presenca de células coradas em marrom. As amostras foram
examinadas por dois observadores e os resultados discordantes foram resolvidos no

consenso.
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5.5.2.3 Controles

Os controles positivos para CD16 e CD56 foram obtidos a partir de seccbes
de tecidos de pulmdes e tumor carcinoide, respectivamente, que coram fortemente
com a proteina de adesao (Figuras 7A e 7C). Os controles negativos foram obtidos a

partir da supressao do anticorpo primario (Figuras 7B e 7D).

Figura 7: — Imunoistoquimica para CD16 e CD56 em tecido pulmonar e de tumor carcindide,

respectivamente, utilizados como controle da reagédo. A foto A representa o controle positivo para o
marcador CD16: marcagdo membranar nos macréfagos alveolares (seta amarela). A foto B ilustra o
controle negativo para o marcador CD16 com auséncia de marcagdo membranar nos macrofagos
alveolares. A e B: Tecido pulmonar. A foto C representa o controle positivo para o marcador CD56:
marcacao membranar e citoplasmatica nas células do tumor carcindide. A foto D ilustra o controle
negativo para o marcador CD56 com auséncia de marcagao. C e D: Tumor carcindide. Aumento de

400x. Fonte: Dados do autor.
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5.5.2.4 Avaliacao individual e entre observadores

Os preparados histolégicos para os marcadores de superficie CD16" e CD56"
foram analisados pelo autor deste trabalho e por um patologista experiente, em

microscopio AXIO Scope A1 Zeiss® (Figura 8).

Figura 8: Microscépio AXIO Scope A1 Zeiss®. Fonte: Dados do autor.

5.5.3 Baciloscopia

Os resultados foram obtidos nos laudos laboratoriais dos prontuarios dos

pacientes.
5.6 Avaliagcao Quantitativa

Os cortes imunomarcados foram avaliados em microscépio AXIO Scope A1
Zeiss® em aumento de 400x. Foram analisados todos os campos da biopsia, sendo
utilizados dois fragmentos da lesdo por lamina. Foram quantificadas as células que
apresentaram imunomarcacido acastanhada caracteristica e inequivoca, tanto na

membrana quanto no citoplasma, para ambos os marcadores (CD16 e CD56).
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5.7 Analise estatistica

Neste trabalho foi utilizado o teste exato de Fisher para dados categéricos,
como nas correlagdes clinico-patolégicas e nos dados demograficos, quando a
comparacgao foi entre dois grupos. O teste de Qui-quadrado para comparagao entre
trés ou mais grupos. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparagdes de
medianas de dados numéricos de trés amostras independentes que nao
apresentaram uma distribuicdo normal. Enquanto o teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparagdo de medianas entre dois grupos que nao apresentaram
distribuicdo normal.

O valor de p<0,05 foi definido como estatisticamente significante. Foram
utilizados os programas GraphPad Prism™ versdo 6 e Excel® para realizacdo dos

testes estatisticos e confecgao dos graficos.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizagcao da amostra

A populagao de pacientes com hanseniase foi composta de 54 pessoas,
das quais 31 (57,4%) foram do género masculino e 23 (42,6%) do feminino.
Observou-se o predominio de pacientes do género masculino em relagdo ao género
feminino (figura 9). A idade variou de 9 a 63 anos, sendo que 68% dos pacientes
estavam entre a faixa etaria de 30 a 60 anos. A figura 10 representa a distribuicao

do género da populagdo em estudo em relagao a faixa etaria.

43%

n=23 W masculino

feminino

Figura 9: Representacao da populagao quanto ao género.
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Figura 10: Representagdo da distribuicdo do género da populagdo em estudo em relagdo a faixa

etaria. Fonte: Dados do autor.
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A figura 11 representa a distribuicdo do género da populagédo em estudo em
relacdo as formas clinicas. Dezenove pacientes (35,18%) apresentavam a forma
clinica TT, quatorze (25,92%) as formas B, vinte (37,03%) a forma LL e apenas um
(1,85%) a forma I.
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Figura 11: Representagéo da distribuicdo do género da populagdo em estudo em relagédo as formas

clinicas. Fonte: Dados do autor.

6.2 Comparacao entre a imunoexpressao e os dados demograficos e as

variaveis clinico-patolégicas

Foi realizada a comparacgdo da imunoexpressdo dos marcadores CD16" e
CD56" em relagdo ao género masculino e feminino, as baciloscopias positivas e

negativas e entre as formas clinicas da doenga (TT, borderlines e LL).
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Figura 12: Imunoistoquimica para CD16 em lesédo do grupo TT. Foi observado presenga de 3 células
(setas amarelas) com imunomarcagdo acentuada para CD16". Aumento de 400x. Fonte: Dados do

autor.

Figura 13: Imunoistoquimica para CD16. Presenga de 2 células (setas amarelas) com
imunomarcagdo acentuada para CD16", corte histolégico de forma clinica borderline. Aumento de

400x. Fonte: Dados do autor.
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Figura 14: Imunoistoquimica para CD56. Presenga de 8 células (setas amarelas) com
imunomarcagdo moderada para CD56", corte histolégico de forma clinica tuberculdide. Aumento de

400x. Fonte: Dados do autor.

Figura 15: Imunoistoquimica para CD56. Presenca de 1 célula (seta amarela) com imunomarcagéo
acentuada para CD56", corte histolégico de forma clinica lepromatosa. Aumento de 400x. Fonte:

Dados do autor.
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6.2.1 Imunoexpressiao de CD16"

Considerando o género, demonstrou-se que a positividade da expressao
de CD16" foi maior no sexo feminino (14/23=60,87%) em comparagdo ao Sexo
masculino (8/31=25,81%) que, por sua vez, apresentou uma baixa positividade
(Tabela 1, Figura 16). E esta diferenca foi estatisticamente significante (p=0,0129).

Na comparagdo da presenca ou auséncia de bacilos em relacdo a
imunoexpressdo de CD16", observou-se que apesar de tendéncia para maior
positividade da expressdo de CD16" em pacientes que apresentaram baciloscopia
negativa (13/24=54,17%), quando comparados aos pacientes que apresentaram
baciloscopia positiva (9/30=30,00%), a diferenca entre os resultados obtidos nao
foram estatisticamente significantes (p=0,0974) (Tabela 1, Figura 17)

Para andlise da imunoexpressdo de CD16%, das 54 amostras analisadas,
19 (35,18%) apresentavam a forma clinica tuberculdide, 14 (25,92%) as formas
borderlines, 20 (37,03%) a forma lepromatosa e apenas 1 (1,85%) a forma
indeterminada. Em relagéo a imunoexpressdo de CD16" em linfocitos teciduais, das
53 amostras analisadas, ja que a forma clinica indeterminada foi excluida da
comparagao por apresentar apenas uma amostra, observou-se maior frequéncia na
forma tuberculdide (12/19=63,16%) em comparagdo as outras formas clinicas:
formas borderlines (3/14=21,42%) e lepromatosa (7/20=35%). Salienta-se que as
formas borderlines apresentaram menor prevaléncia.

Como mostra a figura 18, a comparagao dessa imunoexpressao entre um
grupo e outro, ou seja, entre a forma tubercul6ide em relagédo as formas borderlines
apresentou diferenga estatistica significante (p=0,0329). Enquanto que na
comparacgao entre a forma lepromatosa com as formas borderlines e tuberculdide,
nao houve diferengca com significAncia estatistica (p=0,4674 e p=0,1128,
respectivamente). Através do teste Qui-quadrado, comparando os trés grupos das
formas clinicas da doenga em relagdo ao numero de casos positivos para a
imunomarcagdo com CD16%, foi observado diferencas estatisticas significativas
(p=0,042) (Figura 18).
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Tabela 1 - Correlacdo da expressdo qualitativa de CD16™ em bidpsias teciduais de

pacientes hansénicos com dados demograficos e parametros clinico-patoldgicos.

Dados demograficos e Imunoexpressio de CD16"

Variaveis clinico-patolégicas (n de casos,%)

N (%) Negativa (%) Positiva (%) p
Género
Masculinos 31 (57,4%) 23 (74,19%) 8 (25,81%) 0,0129
Femininos 23 (42,6%) 9 (39,13%) 14 (60,87%)
Baciloscopias
Negativas 24 (44,44%) 11 (45,83%) 13 (54,17%) 0,0974
Positivas 30 (55,55%) 21 (70%) 9 (30%)
Formas clinicas
Tuberculéides (TT) 19 (35,18%) 7 (37,84%) 12 (63,16%) 0,0420

Borderlines 14 (25,92%) 11 (78,58%) 3(21,42%)
Lepromatosas (LL) 20 (37,03%) 13 (65%) 7 (35%)
Total 54 32 22

A forma clinica indeterminada foi excluida da comparacao entre as formas clinicas por apresentar

apenas uma amostra. Teste exato de Fisher para comparagdo de dois grupos e teste de Qui-

quadrado para comparagao entre trés grupos.
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Figura 16: Imunoexpressdo de CD16 entre os géneros masculino e feminino. Foi observada

diferenga estatistica significativa na comparagéo entre os géneros, com p=0,0129. Teste exato de

Fisher. Fem: feminino, Mas: masculino. Fonte: Dados do autor.
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Figura 17: Imunoexpressao de CD16" entre os resultados baciloscépicos negativos e positivos. Nao

foi observada diferenga estatistica significativa na comparagéo entre os resultados baciloscépicos.

Teste exato de Fisher. Fonte: Dados do autor.
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Figura 18: Imunoexpresséo de CD16" entre as formas clinicas. Foi observada diferenca estatistica
significativa na comparagao entre as formas clinicas TT e B, com p=0,0329, mas nao foi observada
diferenga estatistica significativa nas comparacdes entre B e LL (p=0,4674) e nem entre TT e LL
(p=0,1128) pelo teste exato de Fisher. Em comparagao entre as trés formas clinicas pelo teste de

Qui-quadrado, p=0,042. TT: tuberculéide, B: borderline e LL: lepromatosa. Fonte: Dados do autor.

Através do teste Kruskal-Wallis, comparando os trés grupos das formas
clinicas da doenca em relacdo ao numero de células imunomarcadas com CD16"
(apéndice), foi observado que a forma tuberculéide apresentou mediana igual a 2,
com valor maximo de 17 e minimo de 0; a forma borderline apresentou mediana
igual a 0, valor maximo de 7 e minimo de 0, enquanto a forma lepromatosa
apresentou mediana igual a 0, com valor maximo de 3 e minimo de 0. Observou-se
que a mediana do grupo tuberculdide foi maior, conferindo significancia estatistica

(p=0,0085) (Figura 19).
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Figura 19: Representagdo da mediana do numero de células CD16" nas trés formas clinicas

estudadas. Observa-se que a forma clinica TT apresentou maior expressao de células NK cD16".
Valor de p para o teste de Kruskal-Wallis, significante quando p<0,05. TT: tuberculéide, B: borderline

e LL: lepromatosa. Fonte: Dados do autor.

Utilizando a classificacdo operacional e considerando as formas clinicas TT
como paucibacilares (PB) e as formas clinicas BT, BL e LL como multibacilares
(MB), foi aplicado o teste de Mann-Whitney na tentativa de avaliar os pontos fora da
curva presentes nas formas clinicas TT. E mesmo assim, foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos, com p=0,0387, como

ilustra a figura 20.
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Figura 20: Representagdo da mediana do numero de células CD16" nas formas clinicas
operacionais. Observa-se que as formas clinicas PB apresentaram maior expressao de células NK
CD16". Valor de p para o teste de Mann-Whitney, significante quando p<0,05. PB: paucibacilares,

MB: multibacilares. Fonte: Dados do autor.
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6.2.2 Imunoexpressiao de CD56"

Considerando o género, demonstrou-se que a positividade da expressao
de CD56" foi maior no sexo feminino (19/23=82,61%) em comparagdo com O Sexo
masculino (18/31=58,06%), mas sem significancia estatistica (p=0,0773) (Tabela 2),
como representado na figura 21.

Quando se comparou a expressido de CD56" em relacdo a presenca ou
auséncia de bacilos, observou-se uma predominancia de positividade da expressao
de CD56" em ambos os casos, tanto na baciloscopia positiva (20/30=66,67%)
quanto na baciloscopia negativa (17/24=70,83%). Sem que os dados obtidos
apresentem significancia estatistica, como mostra a figura 22.

Como mostra a tabela 2, em relagdo & imunoexpressdo do CD56" em
linfocitos teciduais, das 53 amostras analisadas observou-se predominancia de
positividade em todas as formas clinicas, sendo as formas borderlines as mais
positivas. Observou-se: 68,42% na forma tuberculoide (13/19), 85,71% nas formas
borderlines (12/14) e 55% na forma lepromatosa (11/20). A comparacdo dessa
imunoexpressao entre as formas clinicas da hanseniase: tuberculdide versus
borderlines (p=0,4157), borderlines versus lepromatosa (p=0,0764) e tuberculdide
versus lepromatosa (p=0,5145), ndo apresentaram diferenca estatistica. Através do
teste Qui-quadrado, comparando os trés grupos das formas clinicas da doengca em
relacdo ao numero de casos positivos para a imunomarcacdo com CD56%, ndo foram
observadas diferencgas estatisticas significativas (p=0,1680). A figura 23 representa

graficamente estes achados.
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Tabela 2 - Correlacdo da expressdo qualitativa de CD56" em bidpsias teciduais de

pacientes hansénicos com dados demograficos e parametros clinico-patoldgicos.

Dados demograficos e Imunoexpressio de CD56"
Variaveis clinico-patolégicas (n de casos,%)
N (%) Negativa (%) Positiva (%) P
Géneros
Masculinos 31 13 (41,94%) 18 (58,06%) 0,0773
Femininos 23 4 (17,34%) 19 (82,61%)

Baciloscopias
Negativas 24 7 (29,17%) 17 (70,83%) 0,7768
Positivas 30 10 (33,33%) 20 (66,67%)

Formas clinicas

Tuberculdides (TT) 19 6 (31,58%) 13 (68,42%) 0,1680
Borderlines 14 2 (14,29%) 12 (85,71%)
Lepromatosas (LL) 20 9 (45%) 11 (55%)

Total 54 17 37

A forma clinica indeterminada foi excluida da comparacao entre as formas clinicas por apresentar
apenas uma amostra. Teste exato de Fisher para comparagdo de dois grupos e teste de Qui-

quadrado para comparagao entre trés grupos.
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Figura 21: Imunoexpressdo de CD56 entre os géneros masculino e feminino. Ndo foi observada

diferencga estatistica significativa na comparacéo entre os géneros, com p=0,0773. Teste exato de

Fisher. Fem: feminino, Mas: masculino. Fonte: Dados do autor.
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Figura 22: Imunoexpressao de CD56" entre os resultados baciloscépicos negativos e positivos. Nao

foi observada diferenca estatistica significativa na comparacéo entre os resultados baciloscépicos.

Teste exato de Fisher. Fonte: Dados do autor.
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Figura 23: Imunoexpressao de CD56" entre as formas clinicas. Através do teste exato de Fisher,

comparando duas formas clinicas entre si: TT e B (p=0,4157), B e LL (p=0,0764) e TT e LL
(p=0,5145), nao foi observada diferenca estatistica significativa em nenhuma das comparagées. Pelo
teste de Qui-quadrado, comparando as trés formas clinicas, também nao foi observada diferenca

estatistica significativa p=0,1679. Fonte: Dados do autor.

Através do teste Kruskal-Wallis, comparando os trés grupos das formas
clinicas da doenga em relagé@o ao nimero de células imunomarcadas com CD56", foi
observado que nao ha diferenga entre a populagcao de células e as formas clinicas,
uma vez que o resultado foi estatisticamente nao significativo, com p=0,3595. A

figura 24 representa graficamente este achado.
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Figura 24: Representacdo da mediana do nimero de células CD56" nas trés formas clinicas
estudadas. Observa-se que todas as formas clinicas apresentaram maior expressao de células NK
CD56". Valor de p para o teste de Kruskal-Wallis, significante quando p<0,05. TT: tuberculéide, B:

borderline e LL: lepromatosa. Fonte: Dados do autor.
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Figura 25: Representacdo da mediana do numero de células CD56" nas formas clinicas
operacionais. Observa-se que as formas clinicas PB e MB nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas em relagdo ao niumero de células NK imunomarcadas com CD56". Valor de p para o
teste de Mann-Whitney, significante quando p<0,05. PB: paucibacilares, MB: multibacilares. Fonte:

Dados do autor.

Utilizando a classificagdo operacional foi aplicado o teste de Mann-Whitney
para imunoexpressdo de CD56", mas nao foram observadas diferencas estatisticas

significativas entre os grupos PB e MB (p=0,3282), como ilustra a figura 25.
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7. DISCUSSAO

Apesar de haver amplo conhecimento sobre a resposta imunoldgica
desencadeada pela infeccdo por M. leprae, ainda se conhece pouco sobre a
contribuicdo de células NK neste processo, reconhecendo-se que estas células
estdo envolvidas tanto em mecanismos de citotoxicidade inato quanto na produgao
de citocinas que atuam em células de imunidade adaptativa podendo exercer papel
de regulagdo nesta resposta imunoldgica.

O presente estudo demonstrou que, de um universo de 23 pacientes do
género feminino com hanseniase, aproximadamente 61% (14) deles apresentavam a
forma clinica TT, enquanto na populagdo masculina, dos 31 pacientes, apenas 16%
(5) apresentaram esta forma clinica. Foi observada uma predominancia de pacientes
lepromatosos no género masculino. Observou-se que os pacientes do sexo feminino
apresentaram positividade maior na imunoexpressao dos marcadores de superficie
CD16 e CD56 nas células NK, apresentando para ambos marcadores uma
positividade maior que 60%, o que ndo foi observado nos pacientes do sexo
masculino, que apresentaram expressdo desses marcadores em valores menores
que 60%. Na analise isolada de cada marcador, foi encontrado resultados
estatisticamente significantes apenas em relagcdo a CD16, com p=0,0129. Esses
resultados sugerem que a imunoexpressédo desses marcadores pode ter influéncia
nao apenas genética, mas provavelmente hormonal, sendo necessarios estudos
mais elaborados para verficar tal hipotese.

Em estudo recentemente publicado foi demonstrada uma maior expressao do
marcador CD16 em mondcitos CD14", caracterizando populagdo de
mondcitos/macréfagos proinflamatérios, em mulheres acima de 51 anos de idade
quando comparadas as mulheres em idade reprodutiva, sugerindo componente
hormonal. Estas células foram analisadas em gordura perirenal e perivascular de
rins de doadores saudaveis (KRALOVA, 2015). Para avaliar a influéncia do
componente hormonal na expressao das células CD16 na populagdo de pacientes
com hanseniase, apds separagao da populagdo em estudo por faixas etarias, nao foi
possivel encontrar diferengas significativas quanto a expressdo dos marcadores
estudados ao agrupar-se os individuos do género feminino nas faixas etarias

consideradas como idade reprodutivas, consequentemente com maiores producdes
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hormonais. Provavelmente a limitacdo a esta comparacdo ocorreu em virtude do
numero reduzido de amostras apos a extratificacao por faixa etaria.

Considerando a presenga ou a auséncia dos bacilos, ndo foi observada
diferenga significativa tanto na imunoexpressdao de CD16 (p=0,0974) quanto de
CD56 (p=0,7768), mas observou-se que o0s pacientes que apresentaram
baciloscopia negativa, tiveram uma tendéncia a uma maior positividade da
imunoexpressao tanto para CD16, quanto para CD56, enquanto que os pacientes
com baciloscopia positiva apresentaram menor imunoexpressao de CD16 e maior
imunoexpressao de CD56. E isso corroborou com os achados das formas clinicas
tuberculdides do presente estudo que apresentaram aumento de positividade em
ambos os marcadores avaliados.

A analise dos marcadores CD16 e CD56 foi motivada, sobretudo, pela
observagéo em estudo prévio de diferencas na concentracdo das células CD16" em
sangue periférico de pacientes com hanseniase antes do tratamento (Pinheiro, 2013;
Solon, 2012). Contudo, nao foi possivel no presente estudo acompanhar o mesmo
grupo de pacientes avaliado previamente no estudo anterior e, desta forma, fazer
uma comparagdo dos dados encontrados no sangue periférico, com os dados
encontrados nas lesdes, uma vez que a populagcao em que foi estudado o sangue
periférico era pequena e em grande parte compreendida de pacientes com formas

clinicas borderlines.

Comparando a imunoexpressdao de CD16 e CD56 em linfocitos teciduais em

relacdo as formas clinicas de hanseniase, observou-se que mais de 60%
positividade de células CD16" e CD56" foram encontradas na forma tuberculdide.

nas formas borderlines e nas formas lepromatosas, esse mesmo fato, nao

da
Ja

foi

observado. Verificou-se uma maior expressdo de CD56 em relacdo a CD16 em ambos

0s casos, sendo essa diferenga mais expressiva nas formas borderlines.
Considerando que as duas principais fungdes das células NK s

convencionalmente associadas aos seus subgrupos, e considerando que a ativida

ao
de

citolitica € mais confinada a elevada expressido de CD16 e que a produgao de citocinas

e a funcdo imunoreguladora estdo diretamente ligadas as células NK que expressam
maior quantidade de CD56 (CROME, 2013; DE MARIA, 2011), pode-se sugerir que,

para que haja uma resposta imunolégica eficiente, como na forma tuberculdide, q

ue

debela M.leprae, € necessario que ambos os subtipos de células NK estejam
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presentes, havendo um equilibrio de suas fungdes, tanto citolitica quanto
imunoreguladora.

Em mondcitos circulantes a expressao de CD16+ estda associada a maior
producdo de TNF-a e maior chance de apoptose destas células quando infectadas por
M. tuberculosis (CASTANO; GARCIA; ROJAS, 2011). Outro estudo, por outro lado,
mostrou que na tuberculose, a expressdo de células CD14°'CD16" em conjunto com
células CD3'CD16°'CD56", através de citometria de fluxo, conferem protegédo contra
tuberculose desde que ndo haja aumento na expressdo de células CD3'CD56"
(BARCELOS, 2008). Quando se considera a expressdo do marcador CD16" em células
NK a funcdo bioldgica relacionada a este marcador é a citotoxicidade celular. Estes
dados destacam que nao € suficiente a observagcado apenas de uma populacéo celular
para que se compreenda como se comporta a resposta imunoldgica nestes individuos
infectados por micobactérias.

Comparando cada marcador separadamente, em relagao as diferentes formas
clinicas, observou-se resultado estatisticamente significante da imunoexpresséo
apenas do CD16 entre a forma tuberculdide em relacdo as formas borderlines
(p=0,0329), provavelmente devido a baixa positividade encontrada nas formas
borderlines e a alta positividade nas formas tuberculdides. Enquanto que na
comparagao entre a forma lepromatosa versus as formas borderlines e tuberculdide,
nao houve diferenga estatistica significante (p=0,4674 e p=0,1128, respectivamente).
No entanto, mesmo nao tendo sido observada diferenca entre a imunoexpressao de
CD16 nas formas lepromatosas em relagdao a tuberculoide, pode-se destacar que
houve clara tendéncia para reducdo da positividade destas células na forma
lepromatosa (35% de casos positivos) quando comparados a tuberculoide (63% de
casos positivos). J& em relagdo a imunoexpressdao de CD56, ndo houve diferenga
estatistica quando se comparou a imunoexpressao e as formas clinicas da hanseniase,
a saber: tuberculéide versus borderlines (p=0,4157), borderlines versus lepromatosa
(p=0,0764) e tuberculbide versus lepromatosa (p=0,5145).

Na analise da comparacdo do numero de células marcadas por CD16 e CD56
versus as diferentes formas clinicas da doenca, apenas CD16 apresentou resultado
estatisticamente significante, com p=0,0085. Observou-se um aumento no numero de
células marcadas por CD16 na forma tuberculdide, enquanto que comparando o

numero de células marcadas por CD56, entre os trés grupos estudados, ndo houve
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diferenca significativa (p=0,3595). Em estudo prévio realizado por Barreto e
colaboradores (2005), foram avaliadas 20 bidpsias de pacientes com hanseniase e
formas reacionais, sendo 10 casos de forma dimorfa tuberculoide reacional n&o tratada
e 10 casos de hanseniase dimorfa com reagao reversa. O marcador utilizado foi CD57,
que é marcador tardio de células NK. O grupo de Barreto descreveu a presenga de
células NK CD57" dentro e entre os granulomas teciduais, havendo aumento destas
células no grupo com reagao reversa. Nao foram analisados os marcadores tradicionais
de células NK, CD16 e CD56, assim como nao foram analisados pacientes sem formas
reacionais.

O marcador estudado CD57 foi inicialmente considerado como exclusivo de
células NK, mas posteriormente foi verificado que também & expresso em linfocitos
CD8", bem como em algumas células de origem da crista neural. Dessa forma,
atualmente se reconhece que o CD57 é expresso em um subconjunto de células NK
funcionalmente distintas. Aparentemente pode ser um marcador de células NK com
fraca atividade proliferativa, contrariamente ao que se observou com os marcadores
avaliados no presente estudo, CD16 e CD56. Ademais, CD57 parece estar relacionado
ao processo de imunosenescéncia da célula NK. Acredita-se que a aquisicao de CD57
em ceélulas NK correlaciona-se com a maturagdo do subconjunto de células NK
CD56%™ com menor expressdo de NKp46, NKp30, NKG2D, e NKG2A, e maior
expressao de CD16, LIR-1, e KIR, sendo a expressao estavel de CD57 provavelmente
o passo final na maturagao das células NK (NIELSEN, 2013).

Poucos estudos avaliaram expresséo de células CD56" em lesdes cutaneas de
pacientes com hanseniase. Em 2003, Fakhouri e colaboradores, compararam a
imunoexpressao de varios marcadores celulares teciduais, por imunoistoquimica, em
bidépsias de pacientes com hanseniase nodular e tuberculoide. Estes pacientes foram
estratificados em trés grupos, sendo 11 criangas com hanseniase nodular, 23 criangas
com hanseniase tuberculoide e 24 adultos com hanseniase tuberculoide. Os
marcadores avaliados foram CD45RO, CD4, CD8, CD68, CD20, S100+ e CD56. A
forma nodular da hanseniase € descrita como benigna e encontrada em lactentes e
criangcas que convivem em ambientes com alta prevaléncia de doenga. O grupo néao
encontrou diferengas na expressao das células CD56" entre os grupos estudados. Este
estudo acrescenta dado interessante a observacado dos dados encontrados no presente

estudo realizado com pacientes de Fortaleza. A amostra estudada no presente grupo
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incluiu trés individuos com 16 anos ou menos, sendo uma com 9, uma com 12, e uma
com 16. Aparentemente, as diferencas etarias nao representariam componente que
determinaria mudancas na expressao dessas células.

Uma limitagdo no presente estudo foi a auséncia de marcagao simulténea de
CD16 e CD56, uma vez que a expressao de CD16 também poderia ser observada em
macrofagos. Contudo, a analise morfolégica das células por profissional habilitado e
experiente permitiu distinguir com clareza os macréfagos de linfécitos, sendo excluidos
da contagem as células imunomarcadas com morfologia sugestiva de macréfagos.

A dupla marcacgao das células NK por imunoistoquimica ndo permitiria a analise
de intensidade descrita em estudos com citometria de fluxo, permitindo a determinacao
de células CD56%™ CD16”™" por exemplo. Por outro lado, a dupla marcagdo nos
permitiria identificar e correlacionar melhor as células NK com suas respectivas
fungdes, como células citotdxicas ou reguladoras.

Pode-se concluir que as células NK possivelmente exercem papel relevante na
imunopatogénese da hanseniase, sendo sugerido que para pacientes que apresentam
forma clinica tuberculoide, portanto com resposta imunoldgica protetora, ocorre um
equilibrio entre os subgrupos de células NK CD16" ou CD56" contribuindo,
provavelmente, para esta resposta protetora. Além disso, na forma tuberculoide ha
predominio de células CD16" (citotoxicas) quando comparadas as formas borderline e
uma tendéncia de predominio em relagdo a forma lepromatosa. Portanto, € possivel
que uma menor agao citolitica de células NK e predominio de agdo reguladora
(producgao de citocinas) poderia favorecer a disseminagdo do bacilo e evolugéo para
formas baciliferas e lepromatosas. Em adicdo, o estudo sugere que ha possiveis
influéncias hormonais ou genéticas na distribuicdo destes marcadores de fungado de
células NK, uma vez que foi observada diferenca na distribuicdo destes marcadores de

acordo com o género dos pacientes.
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8. CONCLUSAO

O estudo sugere que pode haver possivel influéncia hormonal ou genética na
distribuicdo do marcador CD16" na superficie de células NK, pois foi observada
diferenca estatitica significante na distribuicdo deste marcador de acordo com o
género, onde sugere-se que o0s pacientes do género feminino possivelmente
apresentavam uma maior resisténcia ao desenvolvimento da doencga.

Outro achado importante, nos faz sugerir que os pacientes que possuem forma
clinica tuberculéide, com resposta imunoldgica protetora, apresentaram um equilibrio
de imunoexpressdo entre os subgrupos de células NK CD16" e CD56" contribuindo,
provavelmente, para uma resposta protetora. Enquanto as formas borderlines e
lepromatosas apresentam maior tendéncia a imunoexpressao de CD56" em relagéo ao
CD16".

Foi observado também que ao comparar a imunoexpressdo de CD16" entre as
formas clinicas, a forma tuberculoide cursa com predominio de células CD16"
(citotoxicas) quando comparadas as formas borderline, apresentando igual tendéncia
em relagao a forma lepromatosa, apesar de nao ter apresentado resultado estatistico
significativo.

Sugere-se, desta forma, que uma menor atividade citolitica das células NK, com
predominio de atividade imunoreguladora (produgdo de citocinas) favorece ao polo
lepromatoso e consequentemente a disseminacao do bacilo. Conclui-se assim, que as
células NK possivelmente exercem papel relevante na imunopatogénese da
hanseniase, necessitando de estudos mais acurados para uma maior compreensao de

suas atividade a nivel de lesao.
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APENDICE - PLANILHA COMPLETA DE DADOS.

Imunoexpressao de CD16 e CD56 em bidpsias de lesdo de pacientes hansénicos e
variaveis clinico-patolégicas.

N° Sexo Idade Forma N°séls N°céls N°céls N°céls N°céls N°céls Resultado 1B
clinica CD16 CD16 CD16 CD56 CD56 CD56 da
(IL) (EL) (IL) (EL) Baciloscopia

2 F 44 TT 2 2 0 1 1 0 neg 0

4 F 29 TT 0 0 neg 0

6 F 18 TT 2 2 0 32 16 16 neg 0

8 F 19 TT 2 2 0 5 4 1 neg 0

10 F 16 TT 16 10 6 11 10 1 neg 0

12 F 49 TT 2 2 0 0 neg 0

14 F 59 TT 3 1 2 4 1 4 neg 0

16 F 30 TT 4 3 1 13 7 6 neg 0

18 F 51 TT 10 4 6 13 12 1 neg 0

20 F 59 BT 0 2 0 2 neg 0

22 F 44 BL 1

-
o
-
-
o

pos 4

24 M 25 BB 0 2 2 0 pos 2,5

26 M 55 BL 0 1 1 0 pos 4

28 M 36 BT 0 1 1 0 neg 0

30 M 63 BL 0 2 1 1 pos 5

32 F 39 BT 3

w
o
o

neg 0

34 F 49 I 0 13 9 4 pos 1.4

36 M 59 LL 1 1 0 5 3 2 pos 25
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52 M 45 LL

o
o

pos 52

54 M 63 LL 0 0 pos 52

Abreviaturas. Géneros: masculino (M), feminino (F). Formas clinicas: tuberculdide (TT), borderline

tuberculéide (BT), borderline borderline (BB), borderline lepromatosa (BL), lepromatosa

(LL).Localizagdo das células: intra-lesdo (IL), extra-lesdo (EL). indice baciloscépico (IB)
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