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RESUMO

As células de Langerhans (CLs) estdo localizadas na epiderme e
desempenham um papel chave na inducdo da resposta imune e da tolerancia.
Recentemente foi descrito que o estimulo gerado pelo M. leprae na hanseniase
aumenta o acumulo destas células na epiderme, mostrando que elas podem estar
envolvidas nos eventos imunolégicos locais que ocorrem nos estados reacionais.
Prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina sao utilizadas no controle das
reagcdes hansénicas, mas pouco se sabe sobre a influéncia destas drogas sobre as
CLs. A imunopatogenia da resposta celular nos estados reacionais ainda € pouco
estudada e os efeitos do antidepressivo amitriptilina sobre as CLs € desconhecido.
No entanto, diversas evidéncias sugerem que estas drogas exercem seus efeitos
pela modulagcdo das fungbes de diferentes células imunocompetentes. Os
macrofagos sao células fagociticas que atuam como primeira linha de defesa do
organismo, e que estdo envolvidos na formagédo de granulomas em pacientes com
hanseniase. O objetivo do presente estudo foi analisar a agéo in vitro das drogas
prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina sobre a produg¢ao de citocinas por
CLs e macréfagos de camundongos BALB/c. As CLs foram isoladas, purificadas e
cultivadas a partir da epiderme pela técnica de “panning” e os macrofagos foram
isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. Apos 36 h de tratamento
com as drogas, os niveis de TNF-a, IL-12 e IL-10 foram medidos por ELISA. A
producao de TNF-a por CLs foi inibida nas duas concentragbes de todas as drogas
estudadas, no entanto, ndo houve alteragdes significativas na producéo de IL-12. A
producdo de TNF-a por macréfagos foi também diminuida no tratamento com
prednisona (10°M e 10®M), talidomida (10°M), ciclosporina (10°M) e amitriptilina
(10°M). Também observamos diminuicdo dos niveis de IL-12 secretados pelos
macréfagos, quando cultivados com prednisona (10°M), talidomida (10°M),
ciclosporina (10®M) e amitriptilina (10°M e 10®M). Os niveis de IL-10 produzidos
nao foram alterados por nenhuma das drogas testadas. Estes resultados mostram
que estas drogas podem modular a resposta imune através da regulacdo da
producao das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12 por CLs purificadas da

epiderme e macrofagos peritoniais.
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ABSTRACT

Langerhans cells (LCs) are localized in the epidermis and performs a key role
in the induction of immune response and tolerance. Recently, it was described the
stimulus generated by M. leprae in leprosy enhances the accumulation of these cells
in the epidermis, showing that they can be involved in the local immunologic events
that occur in the leprosy reactional states. Prednisone, thalidomide, cyclosporine and
amitriptyline are used in the control of leprosy reactions, but little is known about the
influence of these drugs on the LCs. The immunopathogeny of the cellular response
in the reactional states is yet little studied and the effects of the antidepressive
amitriptyline on LCs are unknown. However, several evidences suggest that these
drugs perform their effects by the modulation of differents immunocompetents cells
functions. Macrophages are phagocytic cells that act as first line of defense of the
organism, and they are involved in the granuloma formation in patients with leprosy.
The objective of the present study was to analyze the in vitro action of prednisone,
thalidomide, cyclosporine and amitriptyline on the cytokine production by LCs and
macrophages of BALB/c mice. LCs were isolated, purified and cultivated from the
epidermis by the panning technique and macrophages were isolated by the
peritoneal cavity of BALB/c mice. After 36 h of treatment with the drugs, the levels of
TNF-a, IL-12 and IL-10 were measured by ELISA. The TNF-a production by LCs was
inhibited in both concentrations of all drugs studied, however no important alterations
in IL-12 production were detected. TNF-a production by macrophages was also
decreased by prednisone (10°M e 10®M), thalidomide (10°M), cyclosporine (10°M),
and amitriptyline (10°M e 10®M). IL-10 levels were not modified for none of the drugs
tested. The results show that these drugs can modulate the immune response by the
regulation of pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-12 by purified epidermal LCs

and peritoneal macrophages.
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1. INTRODUGAO

1.1. Sistema Imunolégico

Imunologia é o estudo das defesas do organismo contra infecgdes (ABBAS &
JANEWAY, Jr., 2000). A efetividade deste sistema é revelada pelo fato de que
muitos animais sdo raramente infectados, apesar da exposicdo as centenas de
milhares de microorganismos diariamente (BROWN et al., 2007). O sistema
imunoldgico tem como principal fungdo distinguir o préprio do nao-proprio, e essa
habilidade é necessaria para proteger o organismo de patdégenos invasores e para
eliminar células alteradas ou modificadas, tal como células malignas, células

infectadas e células apoptoticas (PENG et al., 2007).

Duas principais subdivisbes compdem o sistema imunoldgico, a imunidade
inata e a adaptativa (também conhecida como adquirida). O sistema imune inato é a
primeira linha de defesa contra patdégenos, e seus mecanismos incluem a fagocitose
por macrofagos e granuldcitos, o sistema complemento, quimiocinas, citocinas e a
acao de células matadoras naturais (natural killer ou NK) (STEINMAN, 2007b). A
imunidade adaptativa esta envolvida na eliminacdo do patogeno na fase tardia da
infeccdo, bem como na geragdo de memdria imunolégica. Embora estas duas
subdivisbes do sistema imune apresentem fungbes distintas, ambas possuem
componentes celulares e humorais os quais cooperam para proteger o organismo de
infeccbes. No entanto, as conexdes entre os varios componentes imunes nao sao

ainda completamente conhecidas.

A ativacdo do sistema imune inato leva a captagdo de antigenos estranhos
por células apresentadoras de antigenos (APC) profissionais, que podem migrar
para orgaos linféides secundarios para apresenta-los aos linfocitos. Estes antigenos
sdo processados em fragmentos menores, chamados peptideos, e expostos na
superficie de APCs ligados a moléculas do complexo de histocompatibilidade

principal (MHC). O complexo MHC-peptideo € entdo reconhecido pelo receptor de



célula T (TCR), representando o primeiro sinal para a ativacdo (ABBAS &
JANEWAY, Jr., 2000). Os antigenos localizados no citoplasma sao processados por
fagossomos, translocados para o reticulo endoplasmatico e apresentados por
moléculas MHC classe | para o reconhecimento por células T citotoxicas (T CD8"),
enquanto que os antigenos extracelulares sao fagocitados, processados e
apresentados pelas APCs pela via endocitica da molécula MHC classe Il, para o
reconhecimento por células T helper (T CD4") (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998).

No entanto, somente a apresentagdo do antigeno ndo é suficiente. Para
estimular a resposta mediada por células T é necessario haver a co-estimulagao
(HOWARD et al., 2004), um segundo sinal que é fornecido por moléculas presentes
na superficie celular, denominadas moléculas co-estimulatérias, amplificando ou
modulando os sinais provenientes do receptor de célula T (TCR) (KROCZEK et al.,
2004). Portanto, a presengca de ambos os sinais levam a expansao clonal e ao
desenvolvimento de células T efetoras (ABBAS & JANEWAY, Jr., 2000).

Embora varias moléculas tenham demonstrado propriedade co-estimuladora,
as mais potentes sao restritas as APCs profissionais (KROCZEK et al., 2004), sendo
as mais importantes e bem caracterizadas as moléculas da familia B7 (MARELLI-
BERG et al., 2007), como B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que se ligam aos membros
da familia CD28 (ABBAS & JANEWAY, Jr., 2000;CARRENO & COLLINS,
2002;GREENWALD et al., 2005). As moléculas B7-1 e B7-2 apresentam
especificidade para dois membros desta familia: o receptor estimulador CD28 e o
receptor CTLA-4, que inibe a resposta por célula T e regula a tolerancia periférica
por esta célula (GREENWALD et al., 2005). CD40 é outra molécula que
desempenha importante fungdo co-estimulatéria, e que apresenta como ligante o
receptor CD40L (CD154), expresso principalmente em células T ativadas (GREWAL
& FLAVELL, 1998).

Apos ativacdo, as células T CD4" podem se diferenciar nos subtipos de Th1
ou Th2, distinguidas pelos tipos de genes de citocinas que elas expressam. Muitos

fatores influenciam nessa diferenciagdo, incluindo a dose de antigeno, a natureza e



o grau da co-estimulacao, e as citocinas produzidas durante a diferenciacao (FEILI-
HARIRI et al., 2005), como por exemplo, IL-12 e IL-4 que desempenham um papel
dominante na diferenciacdo de células Th1 e Th2, respectivamente (O'GARRA &
ARAI, 2000). A IL-12 é produzida por APCs e células fagociticas, como mondcitos,
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (CDs), e atua principalmente em células
T e NK, estimulando a proliferagao, a produgao de IFN-y e o aumento das atividades
citotoxicas destas células (WATFORD et al., 2003). As células Th2, mastocitos e
baséfilos sdo os principais produtores de IL-4, o qual além de promover a
diferenciacdo de células T CD4" em Th2, também determina a produgéo de classes

especificas imunoglobulinas por células B (NELMS et al., 1999).

Estudos recentes tém destacado a importancia de outro tipo de células T,
denominadas T regulatérias (Treg), que possuem atividades inibitérias sobre auto-
imunidade, desempenhando um importante papel na manutencdo da tolerancia
periférica, bem como na regulacdo de varias respostas imunes, pois apresentam
habilidade tanto para inibir respostas inflamatérias crénicas, quanto para gerar
tolerancia imune a tumores (PAN et al., 2008). Estas células foram originalmente
descritas por suas funcbes supressoras exercidas sobre células T efetoras
(SAKAGUCHI, 2000). Porém, recentes evidencias revelaram a existéncia de
interagbes com APCs, sendo as células dendriticas (CDs), as células B e os
mondcitos/macréfagos as principais subpopulagdes que respondem apds exposi¢cao
as Tregs através da reducdo de suas fungbes como apresentadoras de antigenos,
pelo aumento da expressao de moléculas imunossupressoras e da producédo de
citocinas antiinflamatérias (MAHNKE et al., 2008).
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1.2. Macréfagos

Os macrofagos sé&o as células da primeira linha de defesa do sistema
imunoldgico, e atuam principalmente nos processos inflamatérios, infecciosos e no
controle do surgimento de células tumorais (LEWIS & MURDOCH, 2005;SERBINA et
al., 2007;ZHANG & MOSSER, 2008). Sao células fagociticas que podem ser
estimuladas ou inibidas pelo contato com diferentes agentes ou por citocinas
produzidas por outras células (MA et al., 2003), efetuando a destruicdo e a
eliminacao de patdégenos e células estranhas, além de atuar nos processos de
reparo tecidual (HUME et al., 2002).

Suas fungbes de reconhecimento na imunidade inata sdo mediadas
principalmente por receptores presentes em sua superficie, tal como receptores Fc,
receptores de moléculas do sistema complemento, receptores tipo lectina e
receptores toll-like (TLR), também ocorrendo o reconhecimento direto de
carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Os diversos estimulos
existentes podem gerar a produgao de citocinas proé-inflamatdrias, produgao de éxido
nitrico (NO) e seus derivados e o aumento da expressdao de moléculas de co-
estimulacdo, o que favorece sua fungdo como apresentadora de antigenos
(GORDON, 2003).

A ativacao dos macrofagos também ocorre em resposta a produgao de IFN-y
pelas células T CD4 durante as respostas Th1, um processo chave na imunidade
celular contra infecgdes com patdgenos intracelulares, como o M. tuberculosis. Além
desta via de ativagcdo, conhecida como via classica, a ativacdo dos macréfagos
também pode ocorrer pelas citocinas IL-4 e IL-13 do pdlo Th2, resultando em
macrofagos ativados que apresentam um fendtipo distinto, porém consistente com
seu papel na imunidade humoral e reparo (GORDON, 2003). Portanto, estas células
sdo criticas na defesa contra diversos tipos de infecgbes, apresentando uma
variedade de mecanismos utilizados no reconhecimento e destruicdo de patégenos
(RAVETCH & ADEREM, 2007). A ativacdo dos macrofagos é de fundamental
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importancia, ndo somente na iniciagdo da resposta inflamatéria, mas também na
resolucao desta resposta (ZHANG & MOSSER, 2008).

A importancia da indu¢do do recrutamento de mondcitos para os sitios de
infeccdo tem sido bastante estudada, especialmente com relacdo a formacao de
granulomas. Os mondcitos se diferenciam em macrofagos, alterando suas
propriedades efetoras, incluindo a habilidade de liberar reativos de oxigénio e
metabdlitos de nitrogénio (GORDON, 2007).

1.3. Células Dendriticas

As células dendriticas (CD) representam uma populagdo de células
apresentadoras de antigenos (APC) que atuam como iniciadoras e moduladoras das
respostas imunes (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). O termo “dendritic” foi
usado pela primeira vez por Steinman e Cohn para descrever uma populacdo de
células aderentes obtidas do bago, que apresentavam extensdes citoplasmaticas
distintas, denominadas dendritos, e baixa capacidade fagocitica, caracteristica que
as diferenciavam dos macrofagos (STEINMAN, 2007b). A busca pelo entendimento
da imunogenicidade foi o que levou ao descobrimento destas células, e desde entao,
surgiram diversas perspectivas sobre sua influéncia na imunologia e na medicina
(STEINMAN, 2007a).

Estas células podem se originar tanto de progenitores linféides como de
mieldides, apresentando diferengas fenotipicas e funcionais (BANCHEREAU et al.,
2000), formando entdo um sistema de CDs que sado encontradas em tecidos linféides
e nao-linféides, presentes como subpopulacbes que diferem na producdo de
citocinas, receptores de captagdo e reconhecimento de antigenos e receptores de
citocinas e quimiocinas, dentre outros (ANJUERE et al., 1999;ARDAVIN,
2003;HOWARD et al., 2004;STEINMAN, 2003).
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Nos tecidos periféricos, as CDs sao encontradas em um estado imaturo,
funcionando como sentinelas que detectam e acumulam antigenos. A maturacéo é
um processo continuo, iniciada ainda nos 6rgaos periféricos, e que ocorre quando as
CDs encontram antigenos ou citocinas inflamatérias, se completando durante a
interacdo com a célula T (BANCHEREAU et al., 2000). O processo de maturagao
regula a captura, o processamento e a apresentacdo de antigenos, a produgao de
citocinas e a expressao de moléculas co-estimulatérias, fatores que estao envolvidos
na sua capacidade imunogénica (SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 2002).

A principal fungao das CDs é capturar e processar antigenos para apresenta-
los como fragmentos antigénicos ligados as moléculas MHC classes | e Il para as
células T imaturas (MELLMAN & STEINMAN, 2001). As CDs capturam antigenos
através de fagocitose, pinocitose e endocitose via diferentes grupos de receptores
(MOSER & MURPHY, 2000), como receptores Fc para complexos antigeno-
anticorpo (NIMMERJAHN & RAVETCH, 2007), receptores de lectina tipo C para
glicoproteinas (KANAZAWA, 2007), e receptores TLR para antigenos microbianos
(TAKEDA & AKIRA, 2001). Dessa forma, as CDs podem responder rapidamente a

diversos fatores, tornando-se potentes estimuladoras da imunidade.

ApoOs ativagao, as CDs em amadurecimento adquirem habilidade para migrar
dos tecidos periféricos para os o6rgaos linféides via vasos linfaticos, onde podem
completar sua maturagao, atrair linfécitos T e B pela liberagcdo de quimiocinas e
manter a viabilidade de linfécitos T recirculantes (BANCHEREAU & STEINMAN,
1998). A mobilizagdo das CDs pelos vasos linfaticos requer a indugao de receptores
de quimiocina, sendo o receptor CCR7 fundamental para a sua entrada nestes
vasos (RANDOLPH, 2001). Além disso, as rotas de migracao de cada subtipo de CD
diferem notavelmente, sendo observados diferentes padrées de migracéo
(RANDOLPH et al., 2007).

Durante condi¢cbes patologicas, as areas de ceélulas T recebem grandes
quantidades de CDs altamente estimuladas, que s&o especializadas na
apresentacao de antigenos (SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 2002), e que possuem
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em sua superficie moléculas como B7-1, B7-2 (SALGADO et al., 1999a) e CD40
(SALGADO et al.,, 1999b), dentre outras, e estas interagem com os receptores
especificos presentes na superficie de células T, CD28 e CD40L (GUERMONPREZ
et al., 2002).

As CDs desempenham um papel essencial na indugdo e controle da
imunidade mediada por células T, podendo também ativar a expansao e
diferenciagao de outras classes de linfécitos, como células B, NK e células T NK,
através da expressado de moléculas ou pela produgéo de citocinas (BANCHEREAU
et al., 2000;BANCHEREAU & STEINMAN, 1998;STEINMAN, 2003). A interagdo
entre CDs e células T ocorre através da formagao de sinapses imunoldgicas, onde a
regulagéo estrutural do citoesqueleto das CDs parece ter um papel crucial (DUSTIN
et al., 2006). Além das diversas moléculas e ligantes envolvidos na ativagdo das
células T, citocinas produzidas pelas CDs também estao altamente envolvidas neste
processo. As CDs sdo também importantes na polarizacdo de células T CD4" em
Th1 e Th2 e na indugdo de células T CD8" de memoria (FUJII et al.,
2004;GUERMONPREZ et al., 2002;MOSER & MURPHY, 2000;STEINMAN, 2003).

Recentemente, diversas evidéncias tém demonstrado que as CDs também
sao capazes de induzir tolerancia periférica, a qual completa a tolerancia central, um
mecanismo indispensavel para o controle de células T auto-reativas (GAD et al.,
2003;HUGUES et al., 2006;NOVAK & BIEBER, 2008). Estas CDs, conhecidas como
tolerogénicas, podem induzir tolerancia via delegdo, e também contribuem para a
expanséo e diferenciagdo de células Treg (STEINMAN, 2003). Diversos fatores que
podem favorecer a indugao de tolerancia foram identificados, incluindo baixos niveis
de expressao de moléculas co-estimulatérias, como ocorre durante a apresentagao
de peptideos préprios, derivados da ingestdo de material apoptético (STEINMAN et
al., 2000). Por causa de sua dupla fungéo (indugdo de imunidade e tolerancia), as
CDs tém sido foco em terapias baseadas no sistema imune para o tratamento de
tumor e indugédo de tolerancia imunolégica em doengas autoimunes e transplantes
(PAN et al., 2008).
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1.4. Células de Langerhans

As células de Langerhans (CLs) sao um grupo de CDs derivadas da medula
o0ssea que estdo situadas principalmente em uma camada suprabasal da epiderme,
e constituem 1-3% de todas as células epidérmicas. Elas foram as primeiras CDs a
serem descobertas quando, em 1868, Paul Langerhans, entdo estudante de
medicina, descreveu células com morfologia dendritica na epiderme humana
(NAKAMURA et al., 1999;ROMANI et al., 2003).

As CLs possuem um numero de moléculas de adesao e co-estimulatérias em
sua superficie que contribuem para a realizagdo de sua fungdo na ativacdo de
células T. Essa fungcdo apresentadora de antigeno das CLs é aumentada e
completada através das interagdes entre suas moléculas de adesdo ou co-

estimulatdrias e seus ligantes nas células T imaturas (NAKAMURA et al., 1999).

A expressdo de MHC classe Il € aumentada em CLs durante cultura, em
associagdo com sua capacidade de apresentagdo de antigeno, como também a
expressao de moléculas de adesao, como ICAM-1, e co-estimulatérias, como B7-1 e
B7-2, indicando que estas sdo moléculas que desempenham importantes fungdes na
maturagao, e consequentemente, no aumento da capacidade de apresentacao de
antigenos das CLs (NAKAMURA et al., 1999).

As CLs também expressam lectinas tipo C como DEC205 (CD205), langerin
(CD207) e dectin-1 (ASAHINA & TAMAKI, 2006). DEC205 ¢é expressa em CLs de
camundongo, em contraste as CLs de humano, que expressam baixos niveis desta
molécula, a qual é aumentada durante a maturagcdo (EBNER et al., 2004). Langerina
€ um marcador chave de CLs, presente tanto na epiderme de camundongos como
na epiderme de humanos (VALLADEAU et al., 2002), e que € um potente indutor de
granulos de Birbeck (VALLADEAU et al.,, 2000), organelas exclusivas das CLs
descritas como componentes de via endocitica (KISSENPFENNIG et al., 2005).

Dectin-1 € um receptor de B-glicano e zymozan, polimeros derivados de fungos
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(TAYLOR et al., 2002). Na epiderme, esses receptores podem mediar a captacao de

patdgenos encontrados pelas CLs (EBNER et al., 2004).

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para estudar as CLs da
epiderme, sendo os métodos de separagdo enzimatica os mais comumente
utilizados. No entanto, muitas destas técnicas sdo complicadas, demoradas e nao
proporcionam um grande numero de células viaveis, e as CLs obtidas por
tripsinizagcdo, por exemplo, podem apresentar alteragdes nas moléculas de
superficie, como consequéncia do tratamento enzimatico. Portanto, uma alternativa
util para a separagao da epiderme € a utilizagcdo da enzima dispase, como descrito
previamente (ROMANI et al., 2003).

1.5. Hanseniase

A hanseniase € uma doencga infecto-contagiosa cronica, causada pelo bacilo
alcool-acido resistente Mycobacterium leprae, uma bactéria intracelular obrigatéria
nao-cultivavel em meios artificiais, e que apresenta tropismo por macrofagos e
células de Schwann (BRITTON & LOCKWOOD, 2004). Esta doenga constitui
importante problema de saude publica no Brasil e em varios paises do mundo, e é a
principal causa de incapacidade fisica permanente dentre as doengas infecto-
contagiosas (AGRAWAL et al., 2005;MOSCHELLA, 2004).

Diversos achados indicam que as vias aéreas superiores sao a principal rota
de transmissédo do M. leprae (VAN BEERS et al.,, 1996), e o domicilio é apontado
como importante fator de transmissdo da doenca (BRITTON & LOCKWOOD,
2004;GOULART et al., 2002), embora muitas pessoas nao desenvolvam os sintomas
clinicos apos a exposi¢ao ao bacilo (BRITTON & LOCKWOOD, 2004). Desta forma,
muitas evidéncias sugerem que a variabilidade na resposta do hospedeiro a infec¢ao
pelo M. Leprae deve-se, em grande parte, a fatores genéticos do hospedeiro
(ALCAIS et al., 2005).
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Em 1966, Ridley e Jopling propuseram uma classificagdo baseada em
critérios imunoldgicos e histégicos, considerando as formas clinicas como um
espectro em que os extremos eram constituidos pelos tipos polares tuberculdide e
polo virchowiano (lepromatoso), e a regido correspondente aos dimorfos
(“boderline”) foi subdividida, resultando em um sistema de cinco grupos: hanseniase
tuberculdide (TT), dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-
virchowiano (DV), e virchowiano (VV) (BRITTON & LOCKWOOD, 2004).

O pdlo tuberculdide caracteriza-se pela resposta do tipo Th1 contra o bacilo,
com manifestagdes relacionadas a exacerbacao da resposta imune celular e, o polo
virchowiano, por deficiéncia da resposta imune celular, com numerosas lesdes na
pele, e por imunidade humoral que exibe altos titulos de anticorpos contra
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) (MOSCHELLA, 2004). PGL-1 e outras estruturas
lipidicas da parede celular podem estar relacionadas no contexto de resisténcia a
eliminacdo por macrofagos e atividade imunomoduladora. Além disso, outros
estudos adicionaram evidencias de que PGL-1 pode estar envolvido na
determinagao da afinidade do M. Leprae pelos nervos periféricos (RAMBUKKANA,
2001).

Recentemente foi demonstrado que o estimulo micobacteriano gera acumulo
de CLs durante os episddios reacionais na hanseniase, demonstrando a
participacado destas células nos locais de ativagao em lesdes de pele (MIRANDA et
al., 2007). Os macréfagos também possuem importante fungdo na patogénese da
hanseniase, pois estdo presentes nos sitios de infeccdo e sado ativados por
componentes do M. leprae. Os estimulos gerados pelo bacilo promovem a produgéo
de citocinas pelos macréfagos, tal como TNF-a, o que indica um papel direto destas

células na resposta imune contra esta infecgdo (BARKER, 2006).

O tratamento do paciente com hanseniase é indispensavel para alcangar a
cura e quebrar a cadeia de transmissdo da doencga, sendo portanto estratégico no
controle da endemia, e para eliminar a hanseniase enquanto problema de saude

publica. Na poliquimioterapia (PQT) trés principais drogas sédo usadas: rifampicina,
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dapsona e clofazimina, com administracdo associada. Essa associacdo evita a
resisténcia medicamentosa do bacilo que ocorre, com freqiéncia, quando se utiliza
apenas um medicamento, impossibilitando a cura da doenga (FUNASA, 2002). Além
disso, tem sido demonstrado que a imunizacdo com BCG concede variavel eficacia
protetora contra hanseniase em diversos paises, variando de 34% a 80%
(BRITTON & LOCKWOOD, 2004).

1.6. Reagodes hansénicas

A hanseniase pode apresentar episddios agudos denominados estados
reacionais, ou reacdes hansénicas, que sao frequentemente acompanhadas de
quadros de neurite, principalmente durante os primeiros meses de tratamento com
MDT, e que podem resultar em incapacidade fisica, muitas vezes irreversivel. A
neuropatia que ocorre na hanseniase € causada em parte pelo M. leprae, que tem a
capacidade de invadir o sistema nervoso periférico (RAMBUKKANA, 2000), podendo
ser aguda ou crbnica, com presenga ou auséncia de dor, que pode ocorrer durante o

processo inflamatorio, associado ou ndo a compresséao neural (SBH & SBD, 2003).

Dependendo da etiopatogénese, as reacdes sao classificadas em tipo 1, ou
reacao reversa, e tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH). A reagao tipo 1 é
caracterizada por episddios de hipersensibilidade que que se manifestam
principalmente na pele e nervos, resultando na eliminacdo do M. leprae. Essas
reagdes ocorrem tipicamente em pacientes “imunologicamente instaveis”, como BT,
BB e BV, e se manifestam clinicamente como lesdes de pele infiltradas e neurite
aguda. A reacéo tipo 2 resulta da deposicdo de imunocomplexos em tecidos e no
endotélio vascular, que se desenvolve em pacientes com alta carga antigénica,
como resultado da produgdo aumentada de anticorpos nos tipos DV e VV. No
entanto, esse processo nao confere protecdo em termos de limitagdo da infecgao ou
eliminacao do M. leprae, porém colabora para a eliminagao tecidual de antigenos do
bacilo (AGRAWAL et al., 2005). Alem da pele e nervos, outros 6rgaos podem estar

envolvidos: linfonodos, figado, bago, peritbnio, testiculos, olhos, articulagdes,
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tenddes, musculos e ossos. Pode haver febre, leucocitose e estimulagao policlonal
de anticorpos (GOULART et al., 2002).

O Centro de Referéncia e Treinamento em Dermatologia Sanitaria “Dr.
Marcello Candia” (CRTDS) foi criado em 1989 para atender a crescente demanda
por servigos de atendimento especializado e treinamento em hanseniase no Estado
do Para (SALGADO & CRUZ, 2007). Em levantamento recente dentro deste centro,
verificamos que a demanda maior de pacientes refere-se aos episddios reacionais,

que sao de dificil manejo em Unidades Basicas de Saude (UBS).

1.7. Drogas imunomoduladoras

O tratamento dos estados reacionais tem a finalidade de controlar as
alteragdes imuno-inflamatérias e evitar as deficiéncias fisicas decorrentes do dano
neural (SBH & SBD, 2003). O tipo de tratamento depende de diversos fatores como
de sua severidade, da presenca de neurite, do envolvimento facial, da gravidez, de

alergias ou de reagdes adversas as drogas (MOSCHELLA, 2004).

Os corticosterdides, como prednisona ou prednisolona, sdo as drogas de
escolha para o tratamento das reacgdes tipo I. S&o conhecidos por suprimirem
processos inflamatdrios, sendo frequentemente utilizados no tratamento de doencas
auto-imunes e alérgicas, atuando principalmente através da inibicdo do fator nuclear
kKB (NF-kB), fator de transcricdo que regula a expressdao de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1, IL-6 e TNF-a. Os corticosterdides induzem a produgéo do
inibidor IkB, o qual se liga ao NF-kB, impedindo sua translocagao para o nucleo,
onde se liga aos sitios promotores especificos que regulam a expresséo de citocinas
pro-inflamatoérias (STERNBERG, 2006). Seus efeitos sdo também mediados pelo
receptor de glicocorticoide (RG), o qual esta presente no citoplasma e apés ativagao
por um ligante se transloca para o nucleo, funcionando como um fator de transcricao
(HOETZENECKER et al., 2004). Este receptor interage com o cAMP e eleva sua
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concentragcido, resultando na diminuigdo da secregdao de TNF-a em varios tipos
celulares (FRANCHIMONT et al., 1999), como macrofagos peritoniais e CLs em
suspensao epidérmica (SERRES et al., 1996;ZHU et al., 2007). Porém, seu papel na
regulagéo da producao de citocinas antiinflamatorias € ainda contraditério (MOZO et

al., 2004), e pouco sobre seus efeitos sobre CLs.

Quando alguns pacientes ndo respondem bem ao tratamento com
corticosterdides, outras terapéuticas podem ser utilizadas. Sena et al. (2006)
avaliaram a eficacia da ciclosporina no tratamento da neurite cronica, demonstrando
que esta droga pode ser util no controle da dor e dano neural, e que seu mecanismo
de acgao parece estar relacionado a inibicdo de anticorpos anti-NGF, presentes no
soro de pacientes (SENA et al, 2006). A ciclosporina é uma droga
imunossupressora que inibe a via calcineurina/NFAT, que estd envolvida na
transcricdo de genes que codificam citocinas como IL-2 e IL-4, além do receptor
CD40L. As vias de sinalizacdo JNK e p38, que podem ser ativadas quando
respostas de células T sdo provocadas através dos receptores TCR e CD28 de co-

estimulacdo, sdo também sensiveis a ciclosporina (MATSUDA & KOYASU, 2000).

Diversas evidéncias sugerem que a ciclosporina exerce suas fungdes
imunoldgicas ndo somente em linfécitos, mas também em APCs tal como células B,
macrofagos e CDs (TAJIMA et al., 2003). A ciclosporina pode inhibir a expressao
das moléculas CD40 e B7-1 em CLs purificadas da epiderme (SALGADO et al.,
1999a) e a producédo de IL-12 por CDs do sangue periférico, além de aumentar a
secrecgao de IL-10 por CDs estimuladas com LPS (TAJIMA et al., 2003).

A talidomida tem sido usada no controle do ENH desde a década de 60,
sendo a unica indicagdo aprovada desta droga, ja que apresenta conhecido efeito
teratogénico (TEO et al.,, 2002). A talidomida apresenta propriedades sedativa,
imunomoduladora, dentre outras, além de diversos modos de agcdo (WU et al.,
2005). Um dos seus principais mecanismos de acgao € a inibicdo da produgao de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a produzido por mondcitos, CDs (CORRAL &
KAPLAN, 1999) e CLs in vitro (DENG et al., 2003).
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A amitriptilina € um antidepressivo ftriciclico que € usado como adjuvante no
tratamento de uma variedade de condigdes de dor crénica (BRYSON & WILDE,
1996). Esta droga pode ser usada no tratamento das dores persistentes em
pacientes com reag¢des hansénicas, ja que possui agdo analgésica e promove a
recuperagao da fung¢ao neural (SBH & SBD, 2003), sendo relatados bons resultados
com o uso de amitriptilina e imipramina, porém ainda nao publicados (STUMP et al.,
2006). Os antidepressivos triciclicos bloqueiam a recaptagao de norepinefrina ou de
serotonina pela membrana neuronal pressinaptica, ocasionando o aumento de sua
concentragdo nas sinapses do sistema nervoso central (SANCHEZ & HYTTEL,
1999). Porém, a inibicao da recaptacdo destes neurotransmissores € somente um
dos mecanismos de agdo da amitriptilina. Além dos efeitos analgésicos, ja foram
descritos efeitos neurotoxicos (KITAGAWA et al.,, 2006;LIRK et al., 2006) e
anestésicos (SUDOH et al., 2003), e outros trabalhos mostraram que a amitriptilina é
um potente bloqueador de canais dependentes de voltagem, como canais de Na*
(PANCRAZIO et al., 1998;WANG et al., 2004) e canais de K* (CASIS & SANCHEZ-
CHAPULA, 1998).

Estudos mostram que a amitriptilina apresenta efeitos imunorregulatorios,
induzindo apoptose em linfocitos humanos em proliferagdo (KARLSSON et al., 1998)
e suprimindo a ativagado de células NK por IFN-y (XIAO & ENEROTH, 1996). Os
antidepressivos triciclicos podem também afetar a produgao in vitro de citocinas por
células imunocompetentes, como IL-6, IL-18 e TNF-a por linfécitos e mondécitos (XIA
et al., 1996). No entanto, os efeitos imunomoduladores da amitriptilina sobre CDs

sdo ainda desconhecidos.

Apesar dos avancgos terapéuticos e dos estudos para prevenir e reverter os
danos nos nervos (GIRDHAR et al., 2007), pouco se sabe sobre o mecanismo de
acao imunolégico das drogas imunomoduladoras utilizadas no tratamento das
reagcdes hansénicas. A produgao de citocinas € um evento chave tanto na iniciagao
como na regulacdo das respostas imunes e, por isso, diferentes drogas tém sido

usadas rotineiramente para suprimir ou modificar sua produgdo, e
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consequentemente, alterar respostas imunes em um amplo espectro de doencgas
(ROWLAND et al., 1998).

Sugere-se entdo, a partir destas observagdes, que as drogas
imunomoduladoras utilizadas em estados reacionais possam controlar a produgao
de citocinas, diminuindo a capacidade das CLs de ativar outras células imunoldgicas,
tendo como consequéncia a melhora do quadro clinico. Estudos da imunomodulagao
de drogas utilizadas no controle das rea¢des hansénicas em novos modelos in vitro
possibilitam um melhor entendimento dos mecanismos de ag¢ao envolvidos e de
identificacdo de novas drogas que possam ser utilizadas nas reagcdes hansénicas
resistentes aos medicamentos convencionais e que muitas vezes conduzem o

paciente a incapacidade fisica.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo Geral

Analisar in vitro a agdo das drogas prednisona, talidomida,
ciclosporina e amitriptilina sobre células de Langerhans (CLs) e macrofagos

de camundongos BALB/c.

2.2. Objetivos Especificos

- Isolar e cultivar CLs purificadas da epiderme de camundongos BALB/c;

- Isolar e cultivar macrofagos peritoniais de camundongos BALBI/c;

- Tratar as culturas celulares por 36 h com as drogas imunomoduladoras

nas concentracdes de 10°M e 108M;

- Avaliar a viabilidade das CLs antes e ap6és tratamento com as drogas;

- Verificar a produgdo das citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10 pelas CLs e
pelos macrofagos apos 36h de tratamento com as drogas através de

ensaio imunoenzimatico (ELISA);
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais de experimentagao

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c, entre quatro a oito
semanas de vida, fornecidos e mantidos pelo Biotério do Instituto Evandro Chagas

(IEC), e alimentados com rag&o e agua ad libitum.

3.2. Isolamento de células de Langerhans:

As células foram isoladas, purificadas e cultivadas conforme a método
previamente descrito (SALGADO et al.,, 1999). Os camundongos BALB/c foram
sacrificados e a pele foi removida das regides dorsal e ventral. Os fragmentos de
tecido epitelial foram incubados em meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA)
contendo 3000U/ml de dispase Il (Roche Company-Germany) a 37 °C, 5% de CO,
por 3 horas. A epiderme foi separada da derme e incubada com DNAse 0.025%
(Sigma, St. Louis, USA) por 20 minutos em temperatura ambiente e, apods
pipetagem, foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IA°  1:600 (BD
PharMingen, San Diego, CA) por 1 h a 4°C. A suspensao de células epidérmicas
marcada foi entdo incubada em placas previamente revestidas com anticorpo anti-
IgG fracdo Fc 1:100 (Gappel, Durham, NC) por uma hora a 4°C. Apés lavagem, as
placas foram submetidas a pipetagens vigorosas para remover as CLs, que foram
cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com soro fetal bovino a 10%
(Nutricell, Campinas, Brasil) e solugao de estreptomicina/penicilina (Sigma, St. Louis,

USA), e cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C, em ambiente de 5% de COs,.
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3.3. Isolamento de macroéfagos peritoniais:

Os macrofagos foram obtidos por lavagem peritonial com 5 a 10 mL de soro
fisiologico (Equiplex, Brasil) estéril gelado, e apdés massagear lentamente, o liquido
foi aspirado e distribuido em tubos de 15 mL para centrifugagéo, a 1500 rpm por 3
minutos. As células foram ressuspendidas em RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA)
suplementado com soro fetal bovino a 10% (Nutricell, Campinas, Brasil), solugdo de
penicilina/estreptomicina (Sigma, St. Louis, USA) e 2-mercaptoetanol (Merck,
Alemanha) (TRIPATHI et al., 2008). Em seguida, uma aliquota de 70 uL da
suspensao de células foi distribuida em laminulas de vidro de 5,0x5,0 mm, as quais
foram incubadas durante 2 h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, as
laminulas foram lavadas com soro para remover as células ndo aderidas e os
macrofagos aderidos foram incubados em placas de 24 pogos contendo 500 pL de
meio RPMI 1640 por 24 h. A quantidade obtida foi de aproximadamente 5 x 10*
macréfagos/laminula, sendo o calculo realizado através da contagem em

microscopio optico apos coloragao com Giemsa.

3.4. Tratamento com as drogas imunomoduladoras:

As drogas prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina (Sigma, St.
Louis, USA) foram diluidas em metanol e estocadas nas concentragdes de 10“*M e
10°M, a -20°C. Apds isolamento e purificacdo, as CLs e macréfagos foram
cultivados por 36 h com as drogas ou com metanol nas concentragdes finais de
10°M e 10®M. Os macrofagos foram estimulados com LPS por 8h, apds o

tratamento de 36 h com as drogas.
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3.5. Viabilidade das CLs:

ApoGs o tratamento com as drogas, as CLs foram lavadas com PBS e
marcadas com 10ug/mL de lodeto de Propideo (IP) para analise da viabilidade

celular por citometria de fluxo (Couter Epics XL, Beckman Couter).

3.6. Identificagdo e quantificagao de citocinas:

Os sobrenadantes das culturas de CLs e das culturas de macrofagos foram
obtidos apds 36 h de tratamento com as drogas imunomoduladoras. A produgao das
citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10 (BD Biosciences, San Jose, CA) foi medida por
ELISA, segundo protocolo dos fabricantes dos kits. A leitura das placas foi realizada
na absorbancia de 450nm em uma leitora de ELISA (MRX Revelation-DINEX
MB/USA). Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os resultados
expressos em pg/mL.

3.7. Analise estatistica:

Os resultados das dosagens das citocinas por ELISA foram analisados pelo
teste ANOVA, estabelecendo-se um valor de diferenca estatisticamente significante

de p<0,05 entre os testes e o0 grupo controle.
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4. RESULTADOS

As CLs recém-isoladas, obtidas pela técnica de panning, apresentaram uma
viabilidade de aproximadamente 96% (Fig. 1), e foram entdo cultivadas por 36 h na
presengca ou auséncia de prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina nas
concentracdes de 10°M e 10®M, sendo a legenda dos graficos descrita como a
inicial de cada droga seguida de algarismo referente a concentragdo (ex. prednisona
10°M = P6). A viabilidade das CLs apds 36 h de cultura foi de aproximadamente
73% (Fig.1). As células cultivadas por 36 h com as drogas ndo apresentaram
alteragdes significativas na viabilidade (Fig. 2).
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Figura 1. Viabilidade das CLs cultivadas por 36 h. As células recém-isoladas ou
cultivadas por 36 h foram marcadas com PI (10ug/mL) e analisadas por citometria de fluxo.
Os dados sao representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 2. Viabilidade das CLs cultivadas com as drogas por 36 h. As células tratadas por
36 h com prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina foram marcadas com [P

(10pg/mL) e analisadas por citometria de fluxo. Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes.
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A producgao de TNF-a pelas CLs foi significativamente inibida por prednisona,
talidomida, ciclosporina e amitriptilina, em ambas as concentragbes (Fig.3). No
entanto, ndo foram detectadas alteracbes na produgao de IL-12 por nenhuma das

drogas (Fig. 4). As CLs nao produziram IL-10 (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Efeltos das drogas imunomoduladoras na produg¢dao TNF-a. por CLs. As
células (1 x 10 /mL) foram tratadas por 36 h com prednisona, talidomida, ciclosporina e
amitriptilina nas concentragdes de10®™ e 10°M. Os dados foram obtidos de trés
experimentos independentes. CTL =controle, MTL = metanol. * p<0,05 para controle versus
grupos tratados com as drogas.
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Figura 4. Efeitos das drogas imunomoduladoras na produg¢ido de IL-12 por CLs. As
células (1 x 106/mL) foram tratadas por 36 h com prednisona, talidomida, ciclosporina e
amitriptilina nas concentracées de 10°M e 10°M. Os dados foram obtidos de trés
experimentos independentes. CTL =controle, MTL = metanol. * p<0,05 para controle versus
grupos tratados com as drogas.
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Os macrofagos foram cultivados por 36 h com as drogas imunomoduladoras,
e posteriormente estimulados com LPS por 8 h. A producao de TNF-a foi inibida por
prednisona na concentragdo de 10°M e por talidomida e ciclosporina na
concentracdo de 10°M (Fig.5), enquanto que a produgao de IL-12 foi inibida por
talidomida e amitriptilina na concentragdo de 10°M e por prednisona, ciclosporina e
amitriptilina na concentracéo de 10®M (Fig.6).
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Figura 5. Efeitos das drogas imunomoduladoras na produgdo de TNF-a por
macrofagos. As células (5 x 104/pogo) foram tratadas por 36 h com prednisona, talidomida,
ciclosporina e amitriptilina nas concentragées de10°M e 10°M. Os dados foram obtidos de
trés experimentos independentes. CTL =controle, MTL = metanol. * p<0,05 e ** p<0,01 para
controle versus grupos tratados com as drogas.
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Figura 6. Efeitos das drogas imunomoduladoras na produgdo de IL-12 por
macréfagos. As células (5 x 10"/pogo) foram tratadas por 36 h com prednisona, talidomida,
ciclosporina e amitriptilina nas concentracées de10°M e 10®*M. Os dados foram obtidos de
trés experimentos independentes. CTL =controle, MTL = metanol. * p<0,05 e ** p<0,01 para
controle versus grupos tratados com as drogas.
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Os niveis de IL-10 produzidos pelos macrofagos nao foram alterados
significativamente por nenhuma das drogas testadas (Fig.7).
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Figura 7. Efeitos das drogas imunomoduladoras na produgdo de IL-10 por
macrofagos. As células (5 x 10%/pogo) foram tratadas por 36 h com prednisona, talidomida,
ciclosporina e amitriptilina nas concentragdes de10°M e 10°M. Os dados foram obtidos de
trés experimentos independentes. CTL =controle, MTL = metanol. * p<0,05 para controle
versus grupos tratados com as drogas.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo analisou os efeitos in vitro das drogas prednisona,
talidomida, ciclosporina e amitriptilina sobre a producdo de citocinas por CLs
purificadas da epiderme e por macréfagos peritoniais de camundongos BALB/c, no
periodo de 36 h, onde as CLs encontram-se bastante ativadas em cultura
(SALGADO et al., 1999a). As CLs produziram TNF-a, e a prednisona, em ambas as
concentracdes, reduziu esta producado. Este resultado estd de acordo com estudos
previamente publicados, onde se observou que as CDs derivadas de mondcitos
humanos apresentaram o0 mesmo comportamento quando na presenga de
dexametasona (WOLTMAN et al., 2000). Efeito similar foi observado por um
glicocorticéide sintético (Clobetasol-17-propionato) que reduziu os niveis de TNF-a e
IL-12p70 produzidos por CDs, porém, estas células foram pré-estimuladas com LPS,
frequentemente utilizado para estimular CDs derivadas de mondcitos (VIEIRA et al.,
1998).

Neste trabalho ndo detectamos alteragdes significativas na producgao de IL-12
pelas CLs. Em nossos experimentos nao utilizamos LPS como estimulador, pois
estas células n&do respondem bem a esta substancia, ja que apresentam baixa
expressao de TLR4 e nao expressam CD14, os quais sdo fundamentais para o
reconhecimento de LPS (TADA et al., 2004). Sabe-se que o aumento da produgao
de citocinas pro-inflamatérias pela via do TLR4 é gerado pela ativagao de NF-kB,
que é o principal alvo de imunossupressdo por corticosterdides e, portanto, o
mecanismo pelo qual a prednisona inibe a producdo de IL-12 nas células ativadas
por LPS. Deste modo, podemos inferir que os niveis basais de IL-12 nas CLs nao
sdo afetados pela presenga da prednisona, sugerindo que as vias de produgao de
IL-12 nas CLs podem ser diferentes da via de inibigdo de citocinas pré-inflamatérias
utilizada pela prednisona em CDs estimuladas com LPS, pois a producido desta
interleucina é também mediada por outros fatores de transcrigéo, ja que as CLs nao

podem ser estimuladas com LPS.
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Nossos resultados mostram que a prednisona também inibe a producédo de
TNF-a em macréfagos, corroborando com um estudo prévio que descreveu a
supresséo da produgao de TNF-a em mondcitos do sangue periférico pré-incubados
por 24 e 48 h com LPS, e posteriormente estimulados com dexametasona. No
entanto, o0 mesmo trabalho também mostrou que a dexametasona em altas
concentracdes (10° e 107 M) inibe, e em baixas concentragdes (10% e 10° M)
aumenta a produgao de IL-10 (FRANCHIMONT et al., 1999). Outro estudo mostrou
que em macréfagos alveolares pré-incubados com metilprednisolona por 20h, e
posteriormente ativados por LPS, também ocorre supressao da producdo de TNF-a
e aumento da producgao de IL-10 (FRANKENBERGER et al., 2005), o que néo foi
detectado em nosso estudo, possivelmente porque as vias de inibicdo de TNF-a
utilizadas pela prednisona nestas células devem ser diferentes das vias utilizadas
pra modular a produgao de IL-10, ja que a regulagdo dos genes das citocinas pro-
inflamatodrias € controlada principalmente pelo NF-kB, enquanto que a indugao de IL-
10 é mediada pelo fator de transcricdo Sp1 (CHANTEUX et al., 2007).

A prednisona também inibiu a secrecéo de IL-12 por macréfagos em 36 h de
tratamento, corroborando os dados existentes na literatura, como no estudo
realizado por Dekruyff et al., onde foi observado que macréfagos pré-tratados com
dexametasona por 18h, e depois estimulados com antigeno de Listeria por 2 dias,
apresentaram reducgéo significativa na produgao de IL-12 (DEKRUYFF et al., 1998),

sendo entdo outro mecanismo imunomodulador desta droga.

Na analise da agdo imunomoduladora da talidomida, observamos que ocorreu
reducdo nos niveis de TNF-a produzidos pelas CLs em 36 h de tratamento,
corroborando o estudo prévio realizado, onde observou-se que a talidomida tem
profundos efeitos inibitorios sobre a habilidade de apresentacdo de antigenos de
CLs purificadas da epiderme, inibindo a producdo de TNF-a por estas células
(DENG et al., 2003). A talidomida também apresentou efeitos inibitérios na secrecao
de TNF-a por macréfagos em 36h de tratamento, como também demonstrado em
estudo prévio, onde ocorreu uma reducgao significativa de 30% na produgéao de TNF-

a em células do sangue periférico tratadas com talidomida por 48h (ROWLAND et
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al., 1998). Além disso, os niveis de IL-12 secretados por macrofagos também foram
diminuidos, mas somente quando cultivados com a maior concentracdo da droga,
corroborando estudos prévios que demonstraram a inibicdo da producédo de IL-12
por talidomida em mondcitos estimulados com LPS (MOLLER et al.,, 1997) e a
diminuicdo do RNAm de IL-12 por talidomida e analogos, em mondcitos cultivados
com M. leprae (SAMPAIO et al., 2002). O mecanismo pelo qual a talidomida inibe a
producao de TNF-a esta relacionado a regulagédo da via de indugédo do NF-kB, ja que
esta droga inibe a degradacao do IkB, reduzindo a expressdo do RNAm de TNF-q,
que € induzida pelo NF-kB (PAUL et al., 2006), e isto sugere que esta é também a
provavel via de inibicdo de IL-12, pois a expressao desta citocina pode ser também

modulada pelo mesmo fator de transcricéo.

Os experimentos com ciclosporina revelaram uma inibicdo da produgao de
TNF-a por CLs, em ambas as concentracdes utilizadas, mostrando que esta droga
apresenta o mesmo efeito inibitorio observado nos testes com prednisona e
talidomida. Porém, ndo observamos alteragdes significativas na secregcéo de IL-12
por estas células, discordando do observado em um estudo anterior, onde foi
relatado que dexametasona possui maiores efeitos inibitorios sobre a fungao de CDs
derivadas de mondcitos do que a ciclosporina, pois diminuiu parcialmente a
producdo de TNF-a e bloqueou a produgéo de IL-12 (WOLTMAN et al., 2000). Isto
sugere que os efeitos da ciclosporina sobre a produgdo de TNF-a ocorrem em
diferentes niveis de inibicdo entre estes dois tipos de CDs, sendo maior nas CLs, da
mesma forma com relacéo a secrecéo de IL-12, que foi inibida nas CDs, mas néo foi
alterada nas CLs, resultados possivelmente relacionados com a natureza da
diferenciagcado destas células, ja que possuem estados de maturagdo e niveis de
producao de IL-12 distintos (PEISER et al., 2004). Além disso, estes efeitos
inibitérios da ciclosporina sobre a producéo de IL-12 podem induzir a formacéo de
CDs tolerogénicas, pois afeta sua capacidade de apresentagdo de antigenos as
células T (SAUMA et al., 2003), resultando na redugao ou alteracdo da resposta

imunoldgica no quadro reacional.
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Garcia et al. descreveu resultados similares de diminuicao da secrecao basal
de TNF-a por ciclosporina em macréfagos alveolares (LOSA GARCIA et al., 1998) e
em monacitos da linhagem U936 (GARCIA et al., 2000), quando cultivados por 18 h
em varias concentragdes, na presenca ou na auséncia de LPS. Em outro estudo foi
demonstrado que em subtipos de CDs de sangue periférico (CD11¢* e CD11c),
tratados com ciclosporina, ocorre supressao da produgao de IL-12, enquanto que os
niveis de IL-10 sdo aumentados (TAJIMA et al., 2003). Nossos resultados mostraram
que em macréfagos, a inibicdo por ciclosporina ocorreu somente com a maior
concentragcdo, tanto na produgcdo de TNF-a, quanto de IL-12, corroborando com
diversos dados da literatura, sugerindo que os efeitos imunomoduladores da
ciclosporina podem ser dose-dependentes, e seu mecanismo inibitério esta
relacionado também com a inibicdo de fatores de transcricdo, como NF-kB e AP-1,
através da regulagdo da via de sinalizagdo do Ca" (calmodulina e proteina kinase-I|
dependente de calmodulina — CaMK-II ) (MA et al., 2007). Apesar de os efeitos desta
droga sobre a produgdo de citocinas por CLs ndo serem relatados na literatura,
sabe-se que a mesma pode atuar causando reducdo no numero, na sintese de DNA
e na funcéo destas células (BORGHI-CIRRI et al., 2001), podendo inibir a expressao
de moléculas co-estimulatérias (SALGADO et al.,, 1999a) e sua diferenciacao
(BORGHI-CIRRI et al., 2001).

Em relagdo a amitriptilina, apesar de existirem alguns trabalhos recentes
demonstrando que a droga possui capacidade de imunomodulacéo, pouco se sabe
sobre o seu mecanismo de agdo e quais células do sistema imunolégico s&o
reguladas por ela. Xia et al. relatou que os antidepressivos triciclicos clomipramina,
imipramina e citalopram causam reducéo na liberacdo de TNF-a por mondcitos do
sangue periférico estimulados com LPS (XIA et al., 1996). Recentemente, um
trabalho utilizando amitriptilina e seu metabdlito, nortriptilina, demonstrou a
diminuicdo da secrecdo de TNF-a em culturas de células gliais (OBUCHOWICZ et
al., 2006). Por outro lado, estudo recente utilizando sangue total examinou os efeitos
de diferentes tipos de antidepressivos, como desipramina, clomipramina e
trimipramina relatando nao afetarem a produgéo de TNF-a e IL-12 (DIAMOND et al.,
2006). Nossos dados revelaram que a amitriptilina inibiu a secre¢cdo de TNF-a nos

dois tipos celulares estudados, o que corrobora estudos anteriores realizados com
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células isoladas. No entanto, os mecanismos imunomodulatérios desta droga nao
sao ainda completamente conhecidos, mas acredita-se que estéo relacionados com
o aumento intracelular de cAMP (XIA et al., 1996).

Sobre os estudos que relataram a auséncia de acdo de antidepressivos
sobre a titulagdo do TNF-a, pode-se dever ao uso de antidepressivos nao-triciclicos
ou mesmo ao uso de sangue total, situagdo em que a presenga de outras células
pode afetar a produgao de TNF-a, seja pela secre¢cdo de outras citocinas, ou mesmo
pelo contato direto célula-célula. Além do mecanismo envolvendo o aumento dos
niveis intracelulares de cAMP, acredita-se que a existéncia de receptores de
serotonina em células do sistema imune possam também ser um outro potente

mecanismo de acéo destas drogas (MAES et al., 1999).

A citocina pro-inflamatéria TNF-a € importante na resposta antimicobacteriana
e na formagdo de granuloma durante a infeccdo (ANDERSSON et al., 2005). No
entanto, a produgao excessiva de TNF-a pode causar dano tecidual, o qual esta
presente em lesdes de pele e no plasma em grandes quantidades durante reagdes
do tipo | (KHANOLKAR-YOUNG et al., 1995). Assim, a regulacado da producao desta
citocina por APCs apresenta um importante papel para a redugéo da inflamagao em
reagcdes hansénicas (ANDERSSON et al., 2005), mecanismo pelo qual as drogas
imunomoduladoras utilizadas neste trabalho podem atuar. Com relagdo a inibigao
observada na producao de IL-12 por macrofagos, este pode ser outro possivel modo
de agao, pois como mostrado por Nomaguchi et al esta citocina é responsavel pelo
aumento da atividade bactericida de macrofagos peritoniais contra M. leprae, tanto
diretamente, estimulando a produgao de NO, como indiretamente, pela produgao de

IFN-y por células T e NK (NOMAGUCHI et al., 2001).

A IL-10 é produzida principalmente por células Th2, porém também pode ser
produzida por macrofagos em resposta a diversos estimulos, incluindo antigenos
derivados de Mycobacteria (MURRAY & YOUNG, 1999). Os resultados deste
trabalho demonstram que a producdo de IL-10 induzida por LPS n&o é afetada por

nenhuma das drogas imunomoduladoras, o que poderia contribuir com os efeitos
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supressores desta citocina sobre as fungdes dos macréfagos, através da reducao de
suas atividades antimicobacterianas (MURRAY & YOUNG, 1999), favorecendo a
sobrevivéncia do M. leprae dentro de macréfagos cultivados com esta citocina
(FUKUTOMI et al., 2004). A presenca de IL-10 em pacientes com hanseniase
virchowiana sugere um possivel papel na resposta imunolégica ineficiente aos
antigenos de M. leprae (MISRA et al., 1995), o que poderia levar a diferenciagao de
células Treg, que sédo essenciais na indugao de tolerancia periférica e a supresséo
da resposta imune antigeno-especifica (TAYLOR et al., 2006).
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6. CONCLUSOES

As CLs tiveram uma significativa diminuigdo na produgédo de TNF-a por todas
as drogas estudadas, independente da concentragao utilizada, contudo estas células

nao apresentaram alteracdes na producao de IL-12, nas mesmas condigoes.

Os macrofagos apresentaram uma diminuigdo da produgdo de TNF-a por
prednisona nas duas concentracdes estudadas, e por talidomida, ciclosporina e
amitriptilina na concentragcado de 10°M. Além disso, prednisona e ciclosporina na
concentracdo de 10°M, talidomida na concentracdo de 10°M, e amitriptilina nas

duas concentragdes, diminuiram a produgao de IL-12 por estas células.

As drogas prednisona, talidomida, ciclosporina e amitriptilina podem regular a
producao de citocinas pro-inflamatdrias produzidas por CLs purificadas da epiderme
e por macrofagos peritoneais, aparentemente de modo dose-dependente, sendo
este modelo experimental in vitro importante para o entendimento de como as
drogas imunomoduladoras podem atuar sobre células envolvidas na resposta imune,

especialmente na hanseniase.
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