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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente a pele e o
sistema nervoso periférico, cujo agente etiolégico é o Mycobacterium leprae. Esta doenca
apresenta diversas formas clinicas, as quais sdo diretamente influenciadas pela resposta
imune. Neste contexto, estudos tém demonstrado que Vvérias subpopulacBes de linfocitos T
podem atuar na imunopatogénese da hanseniase, tais como, células Thl, Th2, Thl17 e T
regulatdrias. Estudos preliminares do grupo demonstraram que camundongos nocautes para o
receptor de quimiocina CCR4 (CCR4KO), o qual é importante para o recrutamento de célula
T regulatéria (Treg), previamente inoculados com M. leprae, apresentaram diminuigdo
significativa na multiplicag&o bacilar no coxim plantar quando comparado aos camundongos
selvagens (WT). Adicionalmente, resultados posteriores demonstraram que no grupo
CCR4KO houve a diminuigdo da expressdo de IL-10 e de TGF-beta no coxim plantar quando
comparado ao grupo WT. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
quando as amostras analisadas foram os linfonodos. Entretanto, estudos adicionais s&o
necessarios para entender completamente a participagdo da resposta imune na patogénese da
hanseniase. Desta forma, dando continuidade a este estudo, 0 presente trabalho teve como
objetivo determinar a expressdo das citocinas IFN-gama, IL-17 e IL-4 por meio da técnica de
Real Time PCR nos coxins plantares e linfonodos drenantes dos camundongos CCR4KO e
WT previamente inoculados com M. leprae. Os resultados obtidos demonstraram que néo foi
possivel detectar a expressdo de IL-4 e IL-17 tanto nos coxins plantares quanto nos linfonodos
de ambos os grupos. Em relacdo a expressdo do IFN-gama, a mesma foi significativamente
maior nos coxins plantares e linfonodos do grupo WT quando comparado ao CCR4KO,
porém quando analisou-se a razdo entre IFN-gama/IL-10 e IFN-gama/TGF-beta, ndo houve
diferenca significativa. Estes resultados foram contraditorios, pois esperava-se que a
expressdo do IFN-gama fosse maior no grupo CCR4KO, uma vez que este grupo apresentou
diminuicdo no nimero de bacilo. Diante desses resultados, estudos adicionais serdo realizados
para analisar outros alvos envolvidos na imunopatogése da doenca.

Palavra-chave: Células T regulatdrias. Hanseniase. Mycobacterium leprae.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease that mainly affects the skin and peripheral
nervous system, whose etiological agent is Mycobacterium leprae. This disease has several
clinical forms, which are directly influenced by the immune response. In this context, studies
have shown that several T lymphocyte subpopulations may act on leprosy
immunopathogenesis, such as regulatory Thl, Th2, Th17 and T cells. Preliminary studies
from our group showed that CCR4 (CCR4KO) chemokine receptor knockout mice, which is
important for regulatory T-cell (Treg) recruitment, previously inoculated with M. leprae,
showed a significant decrease in bacillary multiplication in the plantar cushion when
compared to wild mice (WT). Additionally, subsequent results demonstrated that in the
CCR4KO group there was a decrease in 1L-10 and TGF-beta expression in the plantar cushion
when compared to the WT group. On the other hand, there was no significant difference
between the groups when the samples analyzed were the lymph nodes. However, further
studies are needed to fully understand the role of the immune response in the pathogenesis of
leprosy. Thus, continuing this study, the present work aimed to determine the expression of
IFN-gamma, IL-17 and IL-4 cytokines by the Real Time PCR technique in the CCR4KO and
WT mouse plantar pads and draining lymph nodes previously inoculated with M. leprae. The
results showed that it was not possible to detect IL-4 and IL-17 expression in both the plantar
cushions and lymph nodes of both groups. Regarding IFN-gamma expression, it was
significantly higher in WT group plantar and lymph nodes compared to CCR4KO, but when
the ratio between IFN-gamma / IL-10 and IFN-gamma / TGF-beta was analyzed, there was no
significant difference. These results were contradictory as IFN-gamma expression was
expected to be higher in the CCR4KO group as this group showed a decrease in bacillus
number. Given these results, additional studies will be performed to analyze other targets
involved in the immunopathogenesis of the disease.

Keyword: Regulatory T cells. Leprosy. Mycobacterium leprae.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase é uma infegdo granulomatosa infeciosa cronica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. E um bacilo alcool-4cido resistente obrigatoriamente intracelular com
predilecdo pelas células de Schwan (além de macrdfagos), que possui temperatura ideal de
multiplicacdo entre 27°C e 30°C. Estas caracteristicas esclarecem a ocorréncia da hanseniase
em areas superficias e frias, tais como, testiculos, via respiratdria superior e, principalmente, a
pele e os nervos periféricos (AGRAWAL et al., 2005; BRITTON; LOCKWOOD, 2004;
SCOLLARD et al., 2006). Apesar de o bacilo ter a capacidade de infectar grande nimero de
individuos (alta contagiosidade), poucos adoecem devido a sua patogenicidade (baixa
morbidade), propriedade esta de funcdo de suas caracteristicas intrinsecas e da sua relacdo
com hospedeiro e do grau de endemecidade do meio (TALHARI; GARRIDO 1997
SAMPAIO et al., 1998; OPROMOLLA, 2000).

A doenca manifesta-se em cinco formas, sendo dois polos estiveis e opostos
(hanseniase tubercul6ide e hanseniase virchowiana), e trés pdlos instaveis intermediarios ou
dimorfos (dimorfo-tuberculéide, dimorfo-dimorfo e dimorfo-virchoviano). Além disso,
ocorrem dois eventos reacionais tais como, a reagdo do tipo 1 ou reacdo reversa (RR), e a
reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH). Acredita-se que a transmissdo e
infeccdo da hanseniase ocorram através de secregdes provenientes das vias aeres superiores,
pelo contato intimo e prolongado de individuo suscetivel com paciente multibacilar, através
da inalacdo de bacilos. A melhor forma de cessar a transmissdo é o diagndstico e tratamento
precoce (LASTORIA; ABREU, 2012).

Estudos anteriores destacavam apenas a influéncia das subpopulagdes Thl e Th2 na
imunopatogénese da doenca. Atualmente, com a descoberta de novas subpopulagfes de
linfocitos, estudos recentes tém demonstrado que outras células, tais como, Thl7 e T
regulatdrias, podem apresentar papel critico na hanseniase.

Resultados preliminares do grupo tém avaliado a resposta imunoldgica contra o M.
leprae, na qual demonstraram que com a auséncia das Tregs inibiu a multiplicacdo bacilar.
Houve diferenca significativa entre o grupo CCR4KO e selvagem, isto €, uma diminuigdo na
quantidade de bacilos no coxim plantar (CCR4KO). Diante desses resultados, o proximo
passo foi avaliar as citocinas envolvidas neste modelo (papel da treg), ou seja, citocinas
envolvidas com a célula T regulatéria. Cabe ressaltar que os experimentos fizeram parte do
projeto de Iniciacdo Cientifica (CURY et al., 2018), e os resultados demonstraram que na

auséncia de Treg houve a diminuicdo significativa da expressao de IL-10 e de TGF-beta no



coxim plantar do grupo CCR4KO quando comparado com o WT. Porém, para o entendimento
da imunoregulacéo é necessarios avaliar outros alvos envolvidos na patogénese da hanseniase.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo das citocinas IFN-
gama, IL-17 e IL-4, por meio da técnica de Real Time PCR nos coxins plantares e linfonodos

drenantes dos camundongos CCR4KO e WT, previamente inoculados com M. leprae.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa crénica que acomete principalmente a
pele e os nervos periféricos. E causada pelo agente etiologico Mycobacterium leprae, na qual
é um bacilo obrigatoriamente intracelular que apresenta tropismo pelas células de Schwan
(além de macrdfagos) e possui temperatura ideal de multiplicacéo entre 27°C e 30°C. Esssas
caracteristicas peculiares esclarecem a ocorréncia da hanseniase em areas superficiais e frias,
tais como pele, nervos periféricos, testiculos e via respiratoria superior (AGRAWAL et al.,
2005; BRITTON; LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al., 2006).

A forma mais provavel de transmissdo e infeccdo ocorre principalmente através de
secrecOes provenientes das vias aéreas superiores. Deste modo, os individuos doentes e
susceptiveis que ndo possuem tratamento, na qual convivem frequentemente em um periodo
prolongado, constituem um importante fator determinante para a transmissdo do bacilo
(TALHARI; GARRIDO, 1997; PINTO NETO et al., 2002; ARAUJO, 2003).

Atualmente, acredita-se que a maioria da populagdo ndo desenvolva a doencga devido a
capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada contra o M. Leprae. (FITNESS;
TOSH; HILL, 2002; MORAES et al., 2006). Isto é, a maioria dos individuos apresenta
imunidade natural ao bacilo por apresentar uma alta infectividade e uma baixa
patogenicidade. Em contrapartida, uma pequena parcela de individuos desenvolve a
hanseniase, apresentando um quadro variavel de comprometimento. A partir do momento de
exposicdo ao M. leprae, a resposta do hospedeiro varia de acordo com a intensidade de
infecgéo, ou seja, pode ser uma infecgdo seguida de cura, desenvolvimento de formas graves
ou formas brandas da doenca (FOSS, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002;
MENDONCA et al., 2008).

Dependendo do padréo de resposta imune e da disseminagdo da doenca, a hanseniase
pode ser classificada em cinco formas, sendo duas formas polares [hanseniase tuberculdide
(TT) e hanseniase virchoviana (VV)], e trés formas intermediérias ou dimorfas [dimorfo-
tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-virchoviano (DV)] (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004; FONSECA et al. 2017; MOTTA et al., 2010; RIDLEY; JOPLING,
1966; SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015). Além disso, podem desenvolver dois
diferentes eventos reacionais, a rea¢do do tipo 1 ou reagéo reversa (RR) e a reagdo do tipo 2
ou eritema nodoso hansénico (ENH), que séo processos inflamatorios agudos, localizados ou
sistémicos, e sdo resultantes de alteracBes imunoldgicas entre o hospedeiro e o agente

infectante. Ocorrem antes, durante ou apds o tratamento com sucesso da doenca (MORAES et
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al., 1999; 2000; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).

Pacientes no polo tuberculdide (TT) caracterizam-se pela presenca de poucas lesdes na
pele e nervos periféricos, e sdo encontrados raros ou nenhum bacilo nas lesbes devido ao
predominio da imunidade mediada por células. No entanto, no pélo virchoviano (VV), 0s
bacilos sdo abundantes e a resposta imune correspondente & humoral. De acordo com o padréo
de citocinas vistos nas lesdes dos pacientes nos pélos (TT e VV), observa-se em alguns
estudos, o paradigma do perfil Th1 com o predominio de IL-2, TNF-alfa e IFN-gama em
lesGes tuberculdides, e o perfil Th2 com o predominio de IL-4 e IL-5 em lesGes virchovianas
(SIELING; MODLIN, 1994; YAMAMURA et al., 1992). Adicionalmente, foram observados
que quando isolados da lesdo de pacientes com TT, os clones de células T CD4+ secretavam
primeiro IFN-gama, e em pacientes com VV, produziam IL-4 predominantemente (SIELING;
MODLIN, 1994).

A maioria dos pacientes com hanseniase pertence ao grupo dimorfo (DT, DD e DV),
que sdo caracterizados por serem instaveis, podendo desenvolver reades hansenicas (reacéo
reversa (RR) e o eritema nodoso hansénico (ENH)); e por uma redugéo gradual da resposta
imune celular, devido ao aumento da quantidade de bacilos e das lesdes cutaneas. A RR esta
associada a um aumento da imunidade mediada por células e pela infiltracdo nas lesdes
cutdneas e nervos periféricos de células T CD4+ produtoras de IFN-gama e TNF- alfa
(BRITTON, 1998; KHANOLKAR-YOUNG et al, 2008; LITTLE et al, 2001).
Adicionalmente, foram detectadas nas lesdes e no soro dos pacientes as citocinas IL-1, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12 (STEFANI et al., 2003). Em relacdo ao ENH, ocorre em pacientes com as
formas DV e VV, e consiste em uma reagdo inflamatdria sistémica associada a deposicao
extravascular de imunocomplexos. Neste contexto, ha infiltragdo de neutréfilos, ativacdo do
sistema complemento e elevados niveis de IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-7 e TNF- alfa
(BARNES et al., 1992; LOCKWOOD, 1996; MORAES et al., 1999; SARNO et al., 1991).

Baseado em todas as formas (polares e dimorfos), e reagdes hansénicas descritas
anteriormente, observou-se o papel das subpopulagdes Thl e Th2 na imunopatogénese da
hanseniase, indicando um fator determinante da severidade da doenga, como o balango das
citocinas produzidas. Porém, outro fator envolvido na patogénese da doenga pode ser
observado no fato de que apds o estimulo de células do sangue periférico com M. leprae,
aproximadamente 40% dos pacientes apresentaram tanto IFN-y, IL-4 e IL-2 seguindo um
padrdo dito ThO, apesar de grande parte dos pacientes com hanseniase tuberculdide
apresentarem perfil Thl e pacientes virchovianos perfil Th2 (MISRA et al., 1995). Diante

disso, é possivel que, alternativamente, os pacientes estivessem préximos de um padréo
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dimorfo (DT ou DV), e as variagdes da hanseniase ndo se delimitem corretamente no modelo
Th1/Th2, como demonstrado por estudos anteriores. Portanto, o estudo do sistema
imunolégico torna-se fundamental para o entendimento dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da doengca (MENDONCA et al., 2008). E de fato, estudos recentes tém
demonstrado que outras subpopulac@es, tais como Thl7 e T regulatorias (Tregs), podem
apresentar papel critico no controle da resposta imune da hanseniase (FONSECA et al., 2017,
SAINI et al., 2017).

As células Th17 s&o designadas por produzirem IL-17, ou seja, esse grupo de células
tem uma citocina que é prototipica a interleucina-17 (MIOSSEC; KOLLS, 2012). Além disso,
estdo envolvidas na imunopatogénese da hanseniase, em razdo dos marcadores IL-17 e ROR-
gama estarem presentes tanto na RR como no ENH (CHAITANYA et al., 2012; GELUK,
2013; MARTINIUK et al., 2012). Essa citocina apresentou niveis maiores no pélo TT
quando comparado ao LL (SAINI; RAMESH; NATH, 2013).

Atualmente, destacam-se novos subgrupos de células T auxiliares, como as células T
reguladoras, mais conhecidas como Tregs (SHEVACH, 2002), reforgando que as
subpopulacbes de células T com propriedades regulatorias apresentam papel critico no
controle da resposta imune. Além disso, dentre os inimeros subtipos de células com funcdes
supressoras ou regulatorias, parte das células T CD4+, expressam a molécula IL-2Ra (CD25),
ou seja, cadeia a (CD25) do receptor de IL-2 (IL-2R), e o fator de transcricdo FoxP3,
representando de 5 a 10% todas as células T CD4+ circulantes no sangue periférico (ATTIA
et al., 2010; MASSONE et al., 2010). Quanto ao mecanismo de acdo das Tregs, as células
CD4+CD25+ quando ativadas, interrompem a produgdo de outras células T [direta ou
indiretamente, atuando sobre células apresentadoras de antigeno (APCs)], ou ainda blogueia
ou reduz a proliferagio de mediadores inflamat6rios por células T e APCs. E possivel
considerar que as Tregs exercam suas funcdes de modo dependente do contato célula-célula a
partir da molécula inibitéria CTLA-4, ou através da producdo de citocinas, como TGF-beta e
IL-10 (BILATE; LAFAILLE, 2012; CAMPBELL; KOCH, 2011; HORWITZ; ZHENG;
GRAY, 2008; WAN; FLAVELL, 2007).

Recentemente, alguns estudos evidenciavam a participagdo das Tregs na hanseniase,
especificamente no polo virchoviano, e a presenca destas células pode ser a causa de ndo
obterem uma reacdo caracteristica das células T na hanseniase virchoviana (MODLIN et al.,
1986; OTTENHOFF et al., 1991; PALERMO et al., 2012). Essa possibilidade foi
comprovada em um estudo que relatou que os clones de células T CD4+ isolados de pacientes

com hanseniase virchoviana, inibiam a resposta especifica de outros clones de células T do
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mesmo paciente (MUTIS et al., 1994). Palermo et al. (2012) demonstraram em pacientes
virchovianos aumento na expressao de moléculas regulatorias (CTLA-4) e na porcentagem de
Tregs. Outros estudos também demonstraram a participagdo das Tregs na hanseniase, tanto
por meio da producdo de TGF-beta como de IL-10 (BABOSHA et al., 2014; KUMAR et al.,
2014; SADHU et al., 2016).

O fato que embasa a migracdo das Tregs para sitios cutaneos e de mucosa € dependente
do receptor de quimiocina CCR4 (em resposta aos ligantes CCL17 e CCL22), e influenciou
na escolha dos animais CCR4KO para avaliacdo do papel das Tregs na hanseniase
experimental (CAMPANELLI et al., 2006; HIRAHARA et al., 2006). O periodo necessario
para avaliar a multiplicacdo do M. leprae é longo (9 meses), e por esse motivo a utilizagéo de
animais nocautes de Foxp3 é invidvel devido ao desenvolvimento de doenca linfoproliferativa
letal incompativel com a cinética do modelo experimental, podendo ser utilizados apenas em
teoria estes animais. Desse modo, conforme mencionado previamente, optou-se pela
utilizagdo de camundongos CCR4KO, jad que a migracdo das células Tregs para sitios
cutdneos e de mucosa é dependente deste receptor. Adicionalmente, a utilizacdo dos
CCR4KOs possibilita analisar o papel das Tregs na multiplicacdo de bacilos sem intervir na
imunorregulacéo de forma sistémica, assim, privando o desenvolvimento de autoimunidade e
letalidade que dificultariam o modelo.

Neste quadro, por meio do modelo experimental de hanseniase [conforme a técnica de
Shepard (LEVY; JI, 2006)], o grupo de pesquisa demonstrou que camundongos nocautes para
0 receptor de quimiocina CCR4 (CCR4KO), previamente inoculados com M. leprae,
apresentaram diminuigéo significativa na multiplicacdo bacilar nos coxins plantares quando
comparado aos camundongos selvagens (WT). Isto é, a interferéncia na migracéo das Tregs
(nos CCR4KO) afetou a multiplicagéo bacilar, ou seja, diminuiu a quantidade de bacilos nos
coxins plantares como demonstrado na Figura 1. Isso ocorre provavelmente devido a
capacidade das Tregs em inibir subpopulagdes celulares essenciais para eliminagdo do M.
leprae por meio da producdo de citocinas, tais como, TGF-beta e IL-10. Assim, as Tregs
podem ter inibido, por exemplo, as células Thl, e consequentemente a produgdo do IFN-
gama, citocina esta responsivel pela ativacdo do macrofago e eliminagcdo do bacilo
(FONSECA et al., 2017).
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Figura 1 - Resultado Baciloscopia
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Fonte: Elaborada pela autora

De fato, os resultados obtidos referentes a Iniciacdo Cientifica foram confirmados, que
na auséncia das células T regulatorias (grupo CCR4KO), a expressdo das citocinas TGF-beta
e IL-10 (marcadores funcionais de células T regulatorias) nos coxins plantares, foram
significativamente menores quando comparado ao grupo selvagem (CURY et al., 2018). Estes
resultados corroboram com outros estudos que tém associado as células regulatorias a
persisténcia do bacilo, uma vez que estas células sdo capazes de inibir outras subpopulagdes
de linfocitos essenciais para a resposta imune contra o M. leprae, tais como Thl e Thl7. Ou
seja, na auséncia das células T regulatdrias, Thl e Th17 (subpopulagdes celulares essenciais
para eliminacdo do M. leprae) ndo foram inibidas por essas células, permitindo assim a
diminuicdo da multiplicagdo bacilar no coxim plantar (AZEVEDO et al., 2017; BABOSHA et
al., 2014; KUMAR et al., 2014; SADHU et al., 2016). Porém, ndo houve diferenca
significativa para ambas as citocinas nos linfonodos, apenas no coxim plantar. Estes
resultados podem ser justificados pelo fato de que linfocitos efetores j& diferenciados séo
encontrados nos linfonodos, ndo sendo possivel detectar niveis maiores de citocinas. Em
contrapartida, no sitio de infec¢do (coxins plantares), a presenca do bacilo estimula as células
T regulatérias (e outros linfocitos) a produzirem maiores quantidade de citocinas,
consequentemente ocorrendo uma diferenca na expressdo de IL-10 e TGF-beta.

A partir dos resultados de expressdo génica relativos aos alvos IL-10 e TGF-beta, a
expressao foi significativamente maior nos coxins plantares do grupo WT quando comparado
ao CCR4KO (Figura 2 - A e C). No entanto, nos linfonodos néo houve diferenca significativa

entre os grupos (Figura 2 - B e D).



Figura 2 - Andlise da expressao do perfil T regulatorio referente

as citocinas IL-10 nos coxins plantares (A) e linfonodos

(B), e aexpressédo do TGF-beta nos coxins plantares (C) e
linfonodos (D) de camundongos WT e CCR4KO. Andlise
estatistica: Mann- Whitney #p <0, 05.
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Diante dos resultados acima, demonstrou-se o papel das células T regulatorias na

multiplicacdo, porém, para entender a imunopatologia da doenga é necesséario avaliar outras

subpopulagdes, tais como citocinas envolvidas com os perfis Thl, Th2, Th17.
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3 OBJETIVO

Para esclarecer os mecanismos envolvidos na inibigdo da multiplicacdo bacilar, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a expressao das citocinas IFN- gama, IL-17 e
IL-4 por meio da técnica de Real Time PCR nos coxins plantares e linfonodos drenantes

dos camundongos CCR4KO e selvagens (WT), previamente inoculados com M. leprae.
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4 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo é uma continuacdo dos experimentos realizados anteriormente pelo

grupo de pesquisa. Desta forma, as seguintes etapas ja haviam sido executadas previamente:

- Obtencdo da suspensdo de Mycobacterium leprae para inoculacdo nos camundongos

CCR4KO e selvagens: como o M. leprae ndo cresce em meio de cultura, camundongos nude

foram utilizados para a multiplicacdo e manutencdo dos bacilos. Assim, os bacilos para a
infeccdo dos camundongos nocautes e selvagens foram obtidos dos coxins plantares de
camundongos nude previamente inoculados (tempo de infecgdo de 4 a 6 meses) com uma
cepa gentilmente cedida pelo Dr. James Krahembuhl — National Hansen’s Disease
Program/Baton Rouge, Louisiana, EUA. O processamento do in6culo foi realizado
semelhante ao descrito por Trombone et al. (2014).

- Inoculacdo da suspencdo de Mycobacterium leprae nos camundongos CCR4KO e

selvagens (background C57BL/6): os camundongos CCR4KO e selvagens foram inoculados

(30 ul) no coxim plantar (ambos os coxins) com M. leprae (1,0 x 10" bacilos/coxim),
proveniente do camundongo nude. Durante os experimentos os animais foram mantidos em
microisoladores (cinco animais por caixa), e cada grupo experimental foi composto por nove
animais. O experimento foi realizado em duplicata e oito meses apds a inoculacgéo realizou-se
a eutanasia dos animais. O presente estudo faz parte de um projeto maior, o qual foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade de S&o Paulo - Faculdade de Odontologia de Bauru,
sob nimero de protocolo: 012/2009.

- Amostras coletadas: apds a eutanasia dos camundongos CCR4KO e selvagens, foram

coletadas as seguintes amostras:
a) Coxim plantar esquerdo: foi coletado e armazenado em formol tamponado para posterior
analise histopatoldgica (coloracdo H&E/analise infiltrado). Esta etapa j& foi realizada e ndo
houve diferenca no infiltrado inflamatorio.
b) Coxim plantar direito: metade do coxim plantar direito foi utilizado para a realizagdo da
baciloscopia (contagem dos bacilos — resultado mencionado no topico Introducdo — houve
diferenca significativa entre o grupo CCR4KO e selvagem). A outra parte do coxim foi
armazenada em RNA later para posterior analise da expressdo de citocinas.
c) Linfonodos drenantes (popliteo - linfonodos drenantes de ambas as patas): foram coletados
e armazenados em RNA later para posterior analise da expressdo de citocinas.

Estas amostras (coxim plantar e linfonodos), armazenadas em RNA later, foram

utilizadas neste estudo. Seguem abaixo os materiais e métodos desenvolvidos para realizacdo
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da pesquisa.

4.1 EXTRACAO E ANALISE DA QUALIDADE/INTEGRIDADE DO RNA

As amostras (coxim plantar e linfonodos drenantes, previamente armazenadas em RNA
later) foram picotadas, individualmente, com o auxilio de um bisturi e transferidas para um
tubo com esferas de cerdmica (CK28 - Bertin Technologies). Note que foram processadas
amostras provenientes de oito animais do grupo CCR4KO e onze do grupo WT. Em seguida
foi adicionado o reagente QIAzol (700ul - Qiagen), para processamento das amostras
(homogeneizacdo e lise) no aparelho Precellys24 - Bertin Technologies (1 pulso de 10
segundos e incubacdo a 4°C por 5 minutos, o ciclo foi repetido 3 vezes). O RNA total foi
extraido utilizando o RNeasy Plus Universal Mini Kit e o aparelho Qiacube, de acordo com as
especificagdes do fabricante (Qiagen). O RNA foi recuperado em 30ul de 4gua RNase-free, e
sua quantificagdo foi realizada no aparelho Nanodrop 2000 (ThermoScientific). A avaliacdo
da integridade das amostras foi realizada no aparelho Bioanalyzer 2100, conforme as
especificagdes do fabricante (GE Healthcare Bio - Sciences) utilizando o kit Agilent RNA
6000 Nano.

Cabe ressaltar que todos os passos envolvidos na extragdo e na avaliagdo da integridade
do RNA, utilizando o RNeasy Plus Universal Mini Kit (e o aparelho Qiacube) e o Agilent
RNA 6000 Nano kit, respectivamente, foram realizados conforme descrito pelos fabricantes,

sem qualquer alteracdo. Os protocolos estdo disponiveis no site das empresas mencionadas.

4.2 CONFECCAO DO cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio de uma reagéo de transcri¢éo
reversa, com a utilizagdo do QuantiTect Rev. Transcription Kit (Qiagen), utilizando lug de
RNA, de acordo com as especificagdes do fabricante. A qualidade do cDNA foi verificada por

meio da expressdo do gene constitutivo (controle end6geno).

4.3 REACOES DE REAL TIME PCR

Os ensaios de expressdo foram realizados no aparelho ViiA7 Real Time PCR System
(Applied Biosystems), utilizando os reagentes TagMan Gene Expression Master Mix e

TagMan Gene Expression Assay (inventoriados/best coverage), conforme determinado pelo
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fabricante (Thermo Fisher Scientific). Foram avaliadas a expressdo das citocinas IL-4, IL-17 e
IFN-gama e do controle endégeno (Gapdh Mm99999915 gl1). Para todos os alvos foi
determinada a eficiéncia baseada em curva padréo relativa em triplicata com variagdo de
Threshold Cycle (Ct) < 0.5, R2 > 0,9 e % eficiéncia entre 90-110, conforme “The MIQE
Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments” (STEPHEN et al., 2009). Baseados nos resultados das curvas foram analisadas
as expressdes dos alvos acima mencionados. Os dados obtidos foram normalizados utilizando

0 gene endogeno (ACt).
4.4 ANALISE DOS RESULTADOS
Apos a obtencdo dos dados, de acordo com a normalidade de sua distribuicdo, 0s

resultados obtidos foram avaliados pelo teste Mann-Whitney. Para a analise foi utilizado o
programa GraphPad Prism 6.05 (GraphPad, San Diego, CA).
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5 RESULTADOS

Neste estudo, avaliaram-se os perfis e a expresséo das citocinas relacionados com a
resposta imune contra 0 M. Leprae, por meio da técnica de Real Time PCR nos coxins
plantares e linfonodos drenantes dos camundongos CCR4KO e WT. Os alvos IL-4 e IL-17
nao foram detectados tanto nos coxins plantares quanto nos linfonodos de ambos os grupos.

Em relagdo aos resultados de expressdo génica referentes ao alvo IFN-gama, a
expressdo foi significativamente maior nos coxins plantares e linfonodos do grupo WT

quando comparado ao CCR4KO (Figura 3).

Figura 3 - Andlise da expressao do perfil T regulatorio referente a citocina
IFN-gama, nos coxins plantares (A) e linfonodos (B) de camundongos
WT e CCR4KO. Andlise estatistica: Mann- Whitney; #p <0, 05.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os anteriores (avaliagcdo das
citocinas T regulatorias), foi calculada a razdo entre IFN-gama/IL-10 e IFN-gama/ TGF-beta,
e conforme demonstrado na figura 4, ndo houve diferenca significativa nos coxins plantares
de camundongos WT e CCR4KO.
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Figura 4 - Andlise da razdo entre IFN-gama/IL-10 (A) e IFN-gama/TGF-beta
(B) nos coxins plantanares de camundongos WT e CCR4KO. Anélise
estatistica: Mann- Whitney; #p <0, 05.
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6 DISCUSSAO

Baseado nos resultados obtidos no presente estudo, a expresséo da principal citocina
envolvida na eliminagcdo do M. leprae, IFN-gama, foi significativamente maior nos coxins
plantares do grupo WT quando comparado ao CCR4KO. Este resultado pode parecer
contraditério, uma vez que o resultado esperado era um aumento significativo de IFN-gama
no grupo CCR4KO (na auséncia de células T regulatérias) quando comparado ao selvagem.

Este resultado contraditorio € evidenciado pelo fato de que, em humanos, no polo
tuberculoide ha predominio do perfil Thl, o qual é caracterizado pela produ¢éo do interferon
gama, que é principal citocina que ativa macrofago, célula esta responsavel pela eliminagéo
de bactérias intracelulares, como por exemplo, o M. leprae. Sendo assim, o polo tuberculoide
apresenta menor quantidade de bacilos e lesdes devido ao predominio do interferon gama. Por
outro lado, no polo virchoviano, ndo ha predominio dessa populagdo (Thl), mas sim, das
células Th2 e Tregs, favorecendo o aumento no nimero de bacilos e lesdes (SIELING,
MODLIN, 1994; YAMAMURA et al., 1992; CURY et al., 2018).

Adicionalmente, quando analisou-se a expressdo do IFN-gama nos linfonodos, os
resultados ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Apesar da diferenca entre
esses grupos ser visualmente diferente, é possivel que ndo houve diferenca significativa
devido ao desvido padrdo apresentado entre os mesmos. Quanto ao IL-4 e IL-17, ndo foi
possivel detectd-los tanto nos coxins plantares quanto nos linfonodos de ambos o0s grupos,
devido & baixa expresséo de cada alvo.

Adicionalmente, foi realizada a razdo entre IFN-gama/IL-10 e IFN-gama/TGF-beta,
para avaliar se haveria correlagcdo entre estas citocinas, porém, ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos.

Diante do resultado contraditério, futuramente pretende-se analisar outros alvos
envolvidos na imunopatogénese da doenca por meio de PCR Array, visando avaliar outros

marcadores para obter um resultado conclusivo do estudo.
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7 CONCLUSAO

Analisando a imunorregulagdo envolvida neste processo, o0 resultado obtido neste
estudo demonstrou que a expressdo (RNAm) da citocina IFN-gama foi significamente maior
nos coxins plantares e linfonodos do grupo WT quando comparado ao CCR4KO. Este
resultado parece contraditorio, pois esperava-se que a expressao do IFN-gama fosse maior no
grupo CCR4KO, uma vez que, este grupo apresentou diminuigdo no nimero de bacilo. Diante

disso, estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer tal resultado.
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