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Analise de receptores de quimiocinas na superficie
de leucocitos circulantes de individuos infectados pelo
Mycobacterium leprae: resultados preliminares
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RESUMO

Neste estudo, a expressdo de receptores de quimiocinas na superficie dos leucécitos circulantes foi feita pela citometria de fluxo. Houve aumento
da porcentagem de linfécitos CCR2+CD4+ no sangue periférico dos pacientes com hanseniase. Este resultado preliminar sugeriu alteracio do perfil

dos receptores de quimiocinas desses pacientes.
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ABSTRACT

In this study, the expression of chemokine receptors on the surface of circulating leukocytes was determined using flow cytometry. An increase in
the percentage of CCR2+CD4+ lymphocytes was observed in the peripheral blood of leprosy patients. This preliminary data suggests that alterations

occur in the chemokine receptor profile of these patients.
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A hanseniase causada pelo Mycobacterium leprae é uma
doenca infecciosa cronica de natureza inflamatéria que leva
a0 desenvolvimento de lesdes em pele e nervos humanos. Os
pacientes infectados podem progredir para a cura espontinea ou
evoluirem para um amplo espectro patolégico que é determinado
pelos miiltiplos elementos da resposta imune celular e humoral ™.
Os pacientes tuberculéides apresentam uma vigorosa resposta
imune mediada por células em tecidos, além de apresentarem
positividade nos testes de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT)
em resposta aos antigenos do Mycobacterium leprae. Por outro
lado, pacientes virchowianos exibem uma resposta celular ineficaz
contra o Mycobacterium leprae, associado a uma alta carga
bacteriana, observada nos indices baciloscépicos (IB). Portanto,
0s mecanismos patogénicos da Hanseniase e a capacidade de cura
espontdnea diante da infecgdo pelo Mycobacterium leprae estio
diretamente relacionados ao perfil da resposta imune elaborada

1. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG. 2.
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG. 3. Centro de Pesquisas
René Rachou, Fundagio Oswaldo Cruz, Belo Horizonte, MG.

Suporte financeiro: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) e Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG).
Endereco para correspondéncia: Dra. Vanessa Amaral Mendonca. Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Rua da Gléria 187, Centro, 39100.000
Diamantina, MG, Brasil.

Tel: 55 38 3532-1200; Fax: 55 38 3531-1030

E-mail: vaafisio@hotmail.com

pelo hospedeiro. De um lado, a resposta celular apresenta um
papel protetor enquanto a resposta humoral parece permitir
a proliferacdo bacteriana, sendo um fator de susceptibilidade
bem estabelecido®. Nesse contexto a produgdo de citocinas
em linfécitos e mondcitos ativados, bem como a produgio
diferenciada de quimiocinas no foco da lesdo, parece contribuir
para o direcionamento da resposta imune e estabelecimento dos
diferentes aspectos clinicos da doenga.

As quimiocinas sdo citocinas quimiotdticas que recrutam
populacdes especificas de leucdcitos e estdo envolvidas em
muitos processos inflamatérios cronicos®. Tais moléculas se
ligam 2s células por meio de receptores associados a proteina G,
classificados em receptores CXCR, CCR, CR e CX3CR. Cada receptor
de quimiocina apresenta uma distinta, embora sobreposta,
especificidade para as diferentes quimiocinas'. Estudos tém
demonstrado que a produgdo de TNF-o. em mondcitos e IFN-y
em linfécitos favorecem as interacGes celulares no tecido lesado,
bem como a ativacdo e regulacio das quimiocinas produzidas
pelas células epiteliais, mastdcitos, mondcitos e neutréfilos, tais
como as quimiocinas CC, (CCL2, CCL3 e CCL4) e as quimiocinas
CXC (CXCL8, CXCL9 e CXCL10)"'?. A presenca de elevados niveis
séricos de CXCL8* e CCL2’ em pacientes virchowianos e o aumento
da expressdo das quimiocinas CCL2 e CCL5 nas lesoes de pele
de pacientes com hanseniase®, sugerem a participacio desses
fatores nos complexos mecanismos imunopatoldgicos da doenga.
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Embora a participacio das quimiocinas e seus receptores em
tais processos sejam alvos de diversos estudos, sdo escassas
as investigacdes sobre o perfil de expressdo dos receptores de
quimiocinas em populacdes e subpopulacdes especificas de
leucécitos do sangue periférico de individuos portadores de
hanseniase. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a expressio dos receptores CXCR4, CCR2 e CCR5, em
populactes e subpopulacdes de leucdcitos circulantes e compara-
los a0s individuos saudéveis néo infectados.

Nesse estudo foram avaliados seis pacientes portadores
de Hanseniase acompanhados clinicamente pelo Programa de
Saide da Familia de Diamantina - Minas Gerais. O diagndstico
e a classificagiio dos pacientes com Hanseniase foram baseados
em critérios clinicos, sendo utilizada a classifica¢do operacional
da OMS". O grupo controle constituiu-se de cinco individuos
sauddveis ndo infectados. O presente estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade Federal dos Vales
do Jequitinhonha e Mucuri e todos os participantes assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido.

Para a andlise do perfil fenotipico de leucdcitos circulantes
foram coletados 5Sml de sangue venoso utilizando-se o EDTA como
anticoagulante. Apds a coleta, parte do sangue foi utilizada para
a realizacdo do hemograma e a outra utilizada para a anilise
de receptores de quimiocina em populacdes e subpopulacdes
leucocitdrias, seguida pela andlise por citometria de fluxo. De
acordo com o protocolo, 0,1ml de sangue foram incubados com
1pl de anticorpo monoclonal especifico para receptores das
principais populagdes celulares do sangue periférico tais como
CD3, CD4, CD8, CD19, CD16 e CD14 (R&D Systems, USA), bem
como para os receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e CXCR4
(R&D Systems, USA). Em seguida, as amostras foram submetidas
alise das hemdcias seguido de leitura das amostras, utilizando-se
o citdmetro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson, USA). A andlise
dos dados foi feita por meio do sofiware Cell-Quest (Becton-

Dickinson, USA). As diferencas estatisticas entre os grupos foram
avaliadas por meio do teste Mann Whitney, fixando em 95%
(p < 0.05) o nivel de confianga.

A andlise percentual das populacoes e subpopulacoes de
leucdcitos do sangue periférico de pacientes com Hanseniase (HA)
e dos individuos nio infectados (NI) est4 representada na Tabela 1.
De acordo com os dados, foi observado um aumento no percentual
de linfécitos NKT do sangue periférico dos pacientes HA, quando
comparados ao individuos do grupo controle NI (p<0.05).

TABEIA 1

Andlise do balanco de populagdes e subpopulacdes de leucécitos do sangue periférico
de pacientes com hanseniase e de individuos ndo infectados.

Pacientes com Individuos

hansenfase ndo infectados
Leucdcitos/mm? 7220 x 417 7311 + 2786
% monacitos 3,0 £1,0 3,0 1,0
% neutroéfilos 53,0 £9,0 50,0 +£17,0
% eosindfilos 6,0 £ 4,0 8,0x7,0
% linfdcitos 38,0 £5,0 33,0 11,0
% linfécitos B (CD3-CD19+) 84+23 10,8 +5,2
% linfdcitos NK (CD3-CD16+) 12,5 10,5 10,6 + 6,3
% linfocitos NKT (CD3+CD16+) 0,3+0,2 2,3 +1,3*
% linfécitos T (CD45+CD3+) 74,6 +9.3 63,4 10,2
% linfécitos T CD4 (CD3+CD4+) 20,4 +9,6 10,6 +9,8
% linfécitos T CD8 (CD3+CD8+) 443 + 15,0 50,4 + 25,0

*p< 0.05

AFigura 1 representa a andlise dos receptores de quimiocinas
CXCR4, CCR2 e CCR5 na superficie de linfocitos T CD4 e T CD8 e os
resultados estdo expressos como mediana do percentual de células
positivas para os receptores de quimiocinas avaliados. De acordo
com os resultados, foi observado um aumento estatisticamente
significativo no percentual de linfocitos T CD4+CCR2+ no grupo HA
quando comparado ao grupo NI (NI=3,5 + 2,2; HA=10,2 + 3,6).
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FIGURA 1

Andlise do percentual de linfécitos T CD4 e CD8 positivos para os receptores receptores de quimiocinas CXCR4, CCR2 e CCR5 de pacientes com Hansenfase (HA=6) e dos

individuos ndo infectados (NI=5). * p< 0.05
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Embora tenha sido observada uma diminuigdo no percentual de
células CCR5+ nas subpopulagdes de linfocitos T CD4 e T CD8 no
grupo HA em relagfio ao grupo NI, essa diferenga ndo se mostrou
estatisticamente significativa. Nao houve diferenga estatistica
na andlise do receptor CXCR4 em ambas as subpopulacies de
linfécitos T.

Tendo em vista o direcionamento diferenciado das formas
clinicas da hansenfase promovido pelo padro da resposta imune
do hospedeiro contra os antigenos do Mycobacterium leprae e
levando em consideraco o constante recrutamento de células
para o foco das lesdes, o presente estudo teve como grande
meta analisar o perfil fenotipico de leucécitos no compartimento
sanguineo de pacientes com Hansenfase. A maioria dos estudos
sdo realizados utilizando-se tecidos de pele ou de nervos e se
baseiam em andlises imunohistoquimicas para a determinacio
do infiltrado celular e da expressio de moléculas envolvidas no
processo de eliminagio do agente infeccioso®!'. No entanto,
sdo poucos os estudos que investigam o perfil fenotipico de
populacdes e subpopulagdes celulares, bem como a produgio de
quimiocinas e seus receptores em leucdcitos do sangue periférico.
No presente estudo, observamos um aumento no percentual de
células com fendtipo sugestivo de linfocitos NKT (CD3+CD16+)
no sangue periférico de pacientes com hanseniase. Segundo dados
da literatura, o infiltrado celular presente nas lesdes de pele e
nervos é predominantemente mononuclear, que dependendo
do tipo de resposta imune celular e humoral, pode levar a
ocorreréncia ou nao da formagio de granulomas. A producio de
TNF-ou por mondcitos e IFN-y por linfécitos T CD4 do infiltrado
celular interferem nas interacdes intercelulares e na producio e
regulacdo da producio de quimiocinas. Alguns estudos relataram
que linfécitos NKT sdo recrutados frente a producio de fatores
quimiotdticos produzidos por células epiteliais e ativados por
antigenos lipoprotéicos e glicolipidicos do Mycobacterium
leprae® ' 1. Esses resultados corroboram o aumento de células
NKT circulantes observado em nosso estudo.

Hasan cols sugerem que a ativacio diferencial de quimiocinas
em pacientes com hanseniase parece ser critica na disseminagio
e progressao da doenga’. A andlise da producdo diferenciada
de quimiocinas séricas tém crescido nos tltimos tempos*° 7.
Mendonga cols demonstrou o potencial da quimiocina eotaxina
como marcador biolgico na hanseniase. Segundo esse trabalho,
pacientes com hanseniase apresentaram aumento dos niveis
plasmdticos de eotaxina/CCL11, onde a deteccdo de niveis
plasmdticos de CCL11 superiores a 275pg/ml proporcionou uma
sensibilidade de 90% e especificidade de 95% na discriminagdo
dos pacientes portadores de hanseniase. Os autores sugerem
que a dosagem futura desse marcador poderi ser utilizada
como recurso adicional para o diagnéstico da doenca®. Estudos
ainda tém demonstrado aumento de CCL2 (MCP-1) sérico em
pacientes virchowianos®’ com o aumento na carga bacteriana,
os antigenos secretados podem estimular diversas populagdes
celulares em diferentes 6rgios e tecidos. Essa ativacdo parece
resultar em um aumento da intensidade da resposta imune inata
como evidenciado pelos elevados niveis de CCL2 de pacientes com
hanseniase virchowiana®. O CCL2 promove sua acio quimiotitica
em mondcitos, células dendriticas imaturas e em linfocitos T de

memoria, por meio de sua interacio com o seu receptor CCR2
na superficie dessas células. Além disso, tém sido demonstrada
aparticipagio dessa quimiocina no estabelecimento do infiltrado
mononuclear em processos inflamatérios cronicos®. Nossos
resultados demonstraram um aumento no percentual de Linfocitos
T CD4+CCR2+, isso pode sugerir que embora o patogeno seja
uma micobactéria intracelular, o recrutamento de linfécitos T
belper parece acontecer de forma preferencial em relacio ao
recrutamento de linfécitos T citotdxicos. A utilizaco da citometria
de fluxo foi escolhida nesse trabalho, pois ao contririo da
técnica de imunohistoquimica, a estratégia experimental permite
avaliar de maneira especifica, sensivel e simultinea a expressio
de diversos receptores de membrana, ligados a0os complexos
mecanismos de recrutamento celular, o que permite inferir sobre
o potencial migratério de populacdes e subpopulagoes celulares
especificas. Os dados aqui apresentados refletem uma andlise
preliminar onde o nimero de pacientes avaliados apresenta-se
como fator limitante. Estudos adicionais estdo sendo conduzidos
pelo grupo de pesquisa dos autores, com o objetivo de ampliar
o conhecimento dos padrdes de expressdo de receptores de
quimiocinas nas populacdes e subpopulagdes de leucicitos do
sangue periférico de pacientes com hanseniase.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a0 Dr. Giovanni de Miranda Pereira e toda
a equipe do Programa de Saide da Familia, Diamantina, MG,
Brasil pelo recrutamento dos pacientes e pela assisténcia.

REFERENCIAS

1. Allen SJ, Crown SE, Handel TM. Chemokine:Receptor Structure, Interactions,
and Antagonism. Annual Review of Immunology 25: 787-820, 2007.

2. Britton WJ, Lockwood DN. Leprosy. Lancet 363: 1209-1219, 2004.

3. Charo IF, Ransohoff RM. The roles of chemokines and chemokine receptors in
inflammation. The New England Journal of Medicine 354: 610-621, 2006.

4. Hasan Z, Mahmood A, Zafar S, Khan A, Hussain R. Leprosy patients with
lepromatous disease have an up-regulated IL-8 response that is unlinked to TNF
responses. International Journal of Leprosy and Other Mycobacterial Diseases
72: 35-44, 2004.

5. Hasan Z, Jamil B, Zaidi I, Zafar S, Khan AA, Hussain R. Elevated serum CCL2
concomitant with a reduced Mycobacterium-induced response leads to disease
dissemination in leprosy. Scandinavian Journal of Immunology 63: 241-247,
2000.

6. Kirkaldy AA, Musonda AC, Khanolkhar-Young S, Suneetha S, Lockwood DNJ.
Expression of CC and CXC chemokines and chemokine receptors in human leprosy
skin lesions. Clinical and Experimental Immunology 134: 447-453, 2003.

7. LewW, Chang S, Tada Y, Nakmura K, Tamaki K. Serum monocyte chemoattractant
protein-1 is elevated in lepromatous leprosy patients with high bacterial indices.
International Journal of Leprosy and Other Mycobacterial Diseases 70: 129-131,
2002.

8. Mendonga VA, Malaquias LC, Brito-Melo GEA, Castelo-Branco A, Antunes CM,
Ribeiro AL, Teixeira MM, Teixeira AL. Short Report: Differentiation of Patients
with Leprosy from Non-Infected Individuals by the Chemokine Eotaxin/CCL11.
The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 77: 547-550, 2007.

9. Modlin R, Hofman E Meyer P, Sharma O, Taylor C, Rea T: /2 situ demonstration
of T lymphocytes subsets in granulomatous inflammation: leprosy, rhinoscleroma,
and sarcoidosis. Clinical and Experimental Immunology 51: 430-438, 1983.

97



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 41(Suplemento 11):95-98, 2008

10.

11.

98

Scollard DM, Adams LB, Gillis TP, Krahenbuhl JL, Truman RW, Williams DL. The
continuing challenges of leprosy. Clinical Microbiology Reviews 19: 338-381,
20006.

Stefani MMA, Martelli CMT, Gillis TP, Krahenbuhl JL and the Brazilian Leprosy Study
Group. In situ type 1 cytokine gene expression and mechanisms associated with
early leprosy progression. The Journal of Infectious Diseases 188: 1024-1031,
2003.

Thole J, Janson A, Cornelisse Y, Schreuder G, Wieles B, Naafs B, de Vries R,
Ottenhoff T: HLA-class I-associated control of antigen recognition by T cells in

13.

14.

leprosy: a prominent role for the 30/31-kDa antigens. Journal of Immunology
162: 6912-6918, 1999.

Verhagen C, Faber W, Klatser P, Buffing A, Naafs B, Das P. Inmunohistochemical
analysis of .2 situ expression of mycobacterial antigens in skin lesions of leprosy
patients across the histopathological spectrum-association of mycobacterial
lipoarabinomannan (LAM) and Mycobacterium leprae phenolic glycolipid-I
(PGL-I) with leprosy reactions. The American Journal of Pathology 154:
1793-1804, 1999.

World Health Organization. Guide to eliminate leprosy as a public health problem.
World Health Organization, 1* edition. Geneva, 1995.



