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RESUMO

Fagocitos mononucleares sao as células-alvo para micobactérias patogénicas que
geralmente requerem um ambiente intracelular adequado para sua sobrevivéncia
e replicacdo. Mycobacterium leprae, o agente etiolégico da Hanseniase, é capaz
de subverter mecanismos microbicidas de macrofagos e sobreviver e replicar no
interior dessas células. Contudo o mecanismo molecular envolvido na modulacéo
da célula hospedeira, ndo étotalmente compreendido. O presente estudo mostrou
o potencial papel exercido pelo IGF-I na patogénese causada pelo M. leprae. Foi
demonstrado que o M. leprae induz a expressdao do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), em macréfagos RAW 264.7. Curiosamente, apenas
quando as células foram tratadas com anticorpo neutralizante para o receptor do
tipo | de IGF-I (IGF-1R) o M. leprae foi capaz de regular positivamente a
expressao da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (INOS) em macrofagos RAW
264.7 ou ativar o promotor de INOS em células transfectadas com a construcéo
contendo gene reporter da luciferase sob o controle do promotor de iINOS.. O
bloqueio da sinalizacdo de IGF-I reduziu a viabilidade intracelular do M. leprae
determinada por gPCR. As células RAW 264.7 pré-tratadas com IGF-I
apresentaram uma reducdo significativa da atividade do promotor INOS em
resposta ao Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium smegmatis e
consequentemente um aumento na viabilidade intracelular monitorada através de
contagem de Unidades Formadoras de Col6énia (CFU). Outro fato é que IGF-I foi
capaz de atenuar a ativacdo de macrofagos mediada por IFN-y medida através da
expressado de iINOS e da quantificacao da fosforilacdo de Ativador de transcricdo e
de transducdo de sinal (pSTAT1). Além disso, o IGF-I foi capaz de induzir
aumento de PGE, em macréfagos, um eicosanoide previamente implicado na
persisténcia micobacteriana no hospedeiro. Finalmente, a analise imuno-
histoquimica de lesGes cutdneas de pacientes lepromatosos (LL) revelou uma
expressdo abundante de IGF-I por macrofagos espumosos altamente infectados.

Além disso, uma alta expressdo da proteina Supressora de sinalizacdo de
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citocinas 3 (SOCS3) e diminuicdo a ativacdo STAT1 foi observada em lesdes LL,
em comparacdo com lesfes tuberculdide BT. Esses resultados sugerem que o
IGF-I pode contribuir para a persisténcia micobacteriana no hospedeiro,
modulando negativamente s mecanismos microbicidas do hospedeiro durante a

infeccao.
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ABTRACT

Mononuclear phagocytes are targeted cells for pathogenic mycobacteria that
generally require afavorable intracellular environment in wich they survive and
replicate. Mycobacterium leprae, the etiologic agent of leprosy, is able to subvert
macrophage microbicidal mechanisms and survive and replicate within these cells.
However, the molecular mechanism involved in pathogen driven host cell
modulation is not fully understood. The present study investigated the potential role
of insulin-like growth factor-I (IGF-I) in M. leprae pathogenesis. We showed that M.
leprae induces IGF-I expression in RAW 264.7 macrophages in a dose-dependent
manner. Notably, only when cells were treated with a neutralizing antibody to IGF
type 1 receptor (IGF-1R), M. leprae infection was able to upregulate inducible nitric
oxide sintase (INOS) expression in RAW cells or to activate the iINOS promoter in
cells transfected with the INOS-luciferase reporter construct. . The blockage of
IGF-I signaling also decreased the intracellular M. leprae viability as measured by
gPCR. Moreover, RAW cells pre-treated with IGF-I1 showed a significant reduction
in INOS promoter activity in response to Mycobacterium bovis BCG and
Mycobacterium smegmatis with subsequent increase in bacterial intracellular
survival as accessed by colony-forming unit counts (CFU). Of note, IGF-1 was able
to attenuate interferon gamma (IFN-y) activating effects on macrophages as
acessed by INOS expression and quantification of phosphorylated Signal
Transducers and Activators of Transcription 1 (p-STAT1). Additionally, IGF-I was
able to induce PGE, secretion in murine macrophages, an eicosanoid previously
implicated in mycobacterial persistence in the host. Finally, immunohistochemical
analysis of skin lesions of lepromatous leprosy (LL) patients revealed an abundant
expression of IGF-I by highly infected foamy macrophages. Moreover, LL lesions
revealed higher expression of Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), as well
as decreased levels of p-STAT1 when compared to borderline tuberculoid (BT)
lesions. Altogether, our data suggest that IGF-I produced by macrophages in
response to M. leprae infection constitutes a critical regulator in subverting the

immune response in leprosy.
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Obijetivos

1- INTRODUCAO

1.1. A Hanseniase

A hanseniase € uma doenca crbnica curavel causada pelo Mycobaterium
leprae, um bacilo intracelular que infecta células de Schwann nos nervos e
macréfagos na pele (Kaplam e Cohn, 1986). A doenca é negligenciada e esta
associada a baixos indices de desenvolvimento humano. A Hanseniase constitui a
principal causa de neuropatia periférica infecciosa, desencadeando uma
degeneracdo, muitas vezes irreversivel dos nervos periféricos (Jopling, 1966). O
Preciso mecanismo de transmissdo ndo é conhecido, mas trabalhos recentes

apontam que se dé através das vias respiratérias (Silva et al, 2013).

1.1.2. Breve historico

As primeiras evidéncias histéricas sobre a hanseniase sdo provenientes de
textos antigos que remetem que a doenca ja existia no sul da Asia e no Egito a
cerca de 600 anos a.C. Confirmando o que foi descrito em textos histoéricos,
esqueletos humanos datados desse mesmo periodo foram descobertos
preservando os danos caracteristicos da doenca(Trautman, 1984 e Robbins et al.,
2009). Entretanto, acredita-se que a hanseniase tenha se originado na india e que
foi introduzida na Europa pelos soldados gregos que retornaram da campanha
Indiana de Alexandre, o Grande. A partir da Grécia a doenca se disseminou pela
bacia do mediterraneo, com os romanos levando-a até a Europa ocidental. Ja a
partir da india, sugere-se que a hanseniase tenha se espalhado da China ao
Japao até as ilhas do pacifico. Contudo no continente africano h& evidéncias da
presenca da doenca antes do periodo pré-colonial na Africa subsaariana. Estudos
de genbmica comparativa a partir de diferentes cepas de M. leprae sugerem que

se originou no leste ou oriente africano, e se dispersou através das sucessivas

1



Introducéo

migracfes humanas. No periodo das grandes colonizacdes, a hanseniase chegou
finalmente ao ocidente africano e as Américas sendo introduzida pelos europeus
(Monot et al., 2009. e Verena et al, 2013)

Em 1873, O Mycobacterium leprae foi finalmente identificado pelo médico
noruegués Gerhard H. Armauer Hansen como o agente etiolégico da hanseniase,
sendo a primeira bactéria associada a uma doenca em humanos (Irgens, 2002).
No Brasil, em 1976, a terminologia Lepra foi substituida por Hanseniase, em
homenagem a Gerhard Hansen, numa tentativa de amenizar o forte estigma social
remetido por esta palavra. Em 1995, com a lei federal 1.010/95, foi proibida a

utilizag&o do termo lepra.

1.1.3. Epidemiologia

Com o0 sucesso oriundo da implementacdo da multidrogaterapia (MDT)
adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) desde 1982, houve uma
diminuicao significativa da prevaléncia global da hanseniase com a cura de mais
de 9 milhdes de pacientes, cerca de 85% do total. Em alguns paises, como Brasil,
onde a hanseniase tem alta prevalénciaa taxa de detec¢do anual da doenca
encontra-se estavel. Entretanto, h4 uma diminuicdo do nimero total de casos da
doenca devido a implementacdo da MDT. De acordo com relatérios oficiais
recebidos de 105 paises, a prevaléncia global de hanseniase registrada no final do
primeiro trimestre de 2012 foi de 189.018 casos, enquanto o nimero de casos
novos detectados durante 2012 foi de 232.857 (excluindo o pequeno numero de
casos em Europa) (OMS, 2012). A maioria dos paises que anteriormente
possuiam alta endémicidade tem conseguido controlar a doencga a nivel nacional e
estdo intensificando os seus esforcos a nivel regional. Em 2007, a Republica
Democréatica do Congo e Mo¢cambique atingiram eliminacdo em nivel nacional, e
juntou-se a esse grupo Timor-Leste no final de 2010. No entanto, bolsbes
regionais de alta endemicidade ainda permanecem em Angola, Brasil, Republica

Centro Africana, india, Madagascar, Nepal e Tanzania e em paises anteriormente
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altamente endémicos, como a Republica Democratica do Congo e Mogcambique
(OMS, 2012).
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Figura 1. Taxas de prevaléncia mundial da hanseniase reportadas a OMS, no inicio do ano de 2012. As
taxas de prevaléncia correspondem a cada 10.000 habitantes. Em destaque Brasil na América do Sul e Sudéo
na Africa (Adaptado de OMS 2013)

A alta endemicidade da hanseniase esta correlacionada com os baixos
niveis de desenvolvimento socioecondmico. Em 2011, 83% dos novos casos
detectados foram concentrados por trés paises: india (58%), Brasil (16%) e
Indonésia (9%). A Indonésia, apds um periodo de estabilizacdo do indice de novos
casos, apresentou um aumento deste indice em 2011. Ja tanto india como o Brasil
vém apresentando um declinio sutil no nimero de casos a partir de 2006. (OMS,
2012) (Figura 2).
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Figura 2. Namero de casos de hanseniase detectados no Brasil, india e Indonésia durante de 2004 a
2011. Adaptado de OMS, 2012.

Assim como ocorre em todo o0 mundo, as taxas de incidéncia e prevaléncia
da hanseniase no Brasil também estdo relacionadas com nivel de
desenvolvimento social de cada regido. Em 2011, a regido Nordeste apresentou
41% dos novos casos no Brasil, seguida das regides Norte com 20,2%, Centro-
oeste com 16,9%, Sudeste com 17,7%, e Sul com 4%. Ainda em 2011, o Brasil
apresentou um coeficiente de prevaléncia de 15,4 casos para cada 100.000
habitantes e detectou 33.955 casos novos de hanseniase, correspondendo a um
coeficiente de deteccdo geral de 17,6 para cada 100.000 habitantes. Ha um
continuo decréscimo no coeficiente de detecgdo da hanseniase, mesmo com a
crescente expansdo do numero de unidades de salude com pacientes em
tratamento. Ainda em 2011, foram registrados 2.420 casos novos de hanseniase
em menores de 15 anos e um coeficiente de deteccdo desse grupo etario de 5,2
por 100.000 habitantes, em decorréncia de circuitos ativos de transmissao

localizados nas areas mais endémicas A manifestacdo da doenca nessa faixa
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etaria indica alta endemicidade, sendo a reducdo de casos em menores de 15
anos é uma das prioridades da secretaria de vigilancia epidemiolégica do
Ministério da Saude. (portal do Ministério da Sadude,

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/indi_epidemiologicos_operacionais_hans_br2000 201

1.pdf, 2012).

1.1.4. Formas clinicas

O preciso mecanismo de transmissdo do M. leprae ndo é conhecido, mas
acredita-se que seja através das vias respiratérias, embora também haja a
possibilidade de infeccdo via lesbes de pele. O diagndéstico da hanseniase é
clinico, baseando-se no aparecimento de manchas avermelhadas ou regides
hipopigmentadas na pele com alteragbes de sensibilidade, apoiado por exames
laboratoriais como a observacdo de bacilos em esfregaco (baciloscopia) e analise
histopatolégica das lesbes cutaneas. O tratamento quimioterdpico baseia-se na
administracdo de um conjunto de trés drogas, clofazimina, dapsona e rifampicina,
para multibacilares (MB) de 12 a 24 meses. A combinagdo de dapsona e
rifampicina para pacientes paucibacilares (PB) por um periodo de 6 meses é
utilizado. (Britton e Lockwood, 2004). A hanseniase se manifesta segundo um
espectro de formas clinicas, determinado essencialmente pela magnitude da
resposta imune celular desenvolvida por cada individuo em resposta a infeccdo
(Figura 3). A classificacdo atualmente adotada das formas clinicas da hanseniase
€ baseada na principalmente na combinacéo de critérios bacteriolégicos e clinicos,
mas também sdo levados em consideracdo aspectos imunologicos e
histopatolégicos. Segundo esses critérios a doenca compreende as seguintes
formas: tuberculéide tuberculdide (TT), “borderline”- tubercul6ide (BT),
“borderline”-“borderline” (BB), “borderline — lepromatoso (BL), lepromatoso -
lepromatoso (LL) e indeterminado (1) (Ridley e Jopling, 1966). Os pacientes com a
forma TT desenvolvem uma forte imunidade mediada por células, restringindo a
multiplicacdo do bacilo e sua disseminagao pelo organismo. Em conseqiéncia,

estes pacientes apresentam geralmente uma Unica lesdo cutdnea e o exame
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histopatolégico destas lesbes revela a presenca de um granuloma bem
desenvolvido, com raros bacilos. No extremo oposto do espectro encontram-se 0S
pacientes com a forma LL. Estes desenvolvem baixa resposta imune celular contra
0 M. leprae e em consequéncia apresentam uma infecgdo disseminada com
numerosas lesdes. As bidpsias destes pacientes revelam abundancia de
macréfagos com aspecto espumoso na derme, contendo um grande numero de

bacilos. figura 3 (revisto por Coura, 2005)

1T BT BB BL LL

Imunidade
mediada por

. Carga bacilar
célula

Dano no nervo

Reacao reversa

Figura 3. Gréafico mostrando o espectro de formas clinicas na hanseniase segundo classificacdo de
Ridley e Jopling, 1966. TT (tuberculdide), BT (“borderline” tuberculédide), BB (“borderline borderline”), BL
(“borderline” lepromatosa), LL (lepromatosa). Estdo incluidos aspectos da resposta imune do paciente e 0s
episédios reacionais, denominados RR (reacdo reversa) e ENH (eritema nodoso hansénico), os quais
acometem principalmente individuos das formas clinicas indicadas para cada tipo de episddio

reacional(adaptado de ridley e Jopling, 1966).

Os individuos com hanseniase sao classificados, operacionalmente, para
fins de tratamento com a multidrogaterapia (MDT) em Paucibacilares (PB) ou

Multibacilares (MB). Esta classificagcédo, desenvolvida pelo programa de tratamento
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da hanseniase da OMS, baseia-se no numero de lesdes apresentadas pelo
doente: até cinco lesGes os pacientes sdo tidos como PB e, se existirem mais de
cinco lesbes, o paciente é considerado como MB. As formas TT, BT e | séo
chamadas de PB e as formas LL, BL e BB sdo chamadas MB. Havendo a
disponibilidade do exame baciloscoépico, ele também pode ser levado em conta e,
neste caso, a baciloscopia positiva indica pacientes com a forma MB da
hanseniase, independentemente do numero de lesdes observadas.

Os guadros reacionais séo classificados com reacdo do tipo | ou reacao
reversa (RR) e reacado do tipo Il, cuja caracteristica principal € o eridema nodoso
hansénico (ENH) (Ridley, 1969). A resposta inflamatéria aguda, observada nos
estados reacionais, geralmente contribui para o aparecimento de deformidades e
incapacidades fisicas, aumentando o risco de dano neural e agravamento do
quadro clinico dos pacientes. A reacdo do tipo | € comum em pacientes com as
formas boderline da hanseniase (Lienhard et al. 1994). A RR se caracteriza pela
inflamacdo aguda das lesGes de pele pré-existentes, tornando-as eridematosas e
edematosas. A reacdo do tipo Il é mais comum em pacientes com a forma
multibacilar da doenca (MB), geralmente na forma lepromatosa (Pocaterra et al,
2006). Nesse caso sdo consideradas trés variagbes clinicas: Eridema nodoso
hansénico, eridema polimorfico e fendmeno de Lucio (revisto por Cuevas et al,
2007). Os episodios reacionais constituem uma das prioridades no tratamento de
pacientes a fim de evitar o aparecimento de incapacidades e deformidades (revisto
por Guerra et al, 2004). O ENH é forma mais comum de reacdo do tipo Il e se
caracteriza por uma grande alteracdo imunoldgica proveniente da grande
guantidade de antigenos liberados pelo bacilo apdés sua morte devido ao
tratamento PQT.

1.1.5. O Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae pertence ao género Mycobacterium, o qual

compreende uma vasta gama de organismos, incluindo agentes patogénicos
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oportunistas e espécies saprofitas que sdo encontradas na natureza. Uma das
principais descri¢cdes de divisdo das micobactérias esté relacionada com a taxa de
crescimento e a pigmentagdo. Com base nesses critérios, 0 género
Mycobacterium foi dividido em 4 grupos: O grupo | consiste nos fotocromogénicos
de crescimento lento, o grupo Il 0s escotocromogénicos de crescimento lento,
grupo Il ndo-cromogénicos de crescimento lento e o grupo IV os de crescimento
rapido (Wayne, 1986 e Kim, 1999). As infeccbes humanas sdo causadas
principalmente por micobactérias de crescimento lento que precisam em torno de
7 dias para formar colénias em meios solidos visiveis. Em particular, o M. leprae
nao é cultivavel in vitro, e estima-se que tenha um tempo de geracdo de 12 a 14
dias (Scollard, 2006).

Em termos morfolégicos e estruturais, a principal caracteristica do género
Mycobacterium € a presenca de um envoltério celular extremamente rico em
lipideos complexos e distintos daqueles observados em outras bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. A grande quantidade de lipideos presentes na parede
celular das micobactérias e a maneira como seus diferentes componentes estao
organizados as tornam alcool-acido resistentes e também contribuem para a
formacdo de uma barreira com baixa permeabilidade e conseqiientemente grande
resisténcia a agentes terapéuticos normalmente eficazes contra outras bactérias.
Os lipideos mais caracteristicos do seu envelope celular sdo acidos graxos
ramificados com 60-90 atomos de carbono denominados de acidos micélicos,
figura 4 (Brennan e Nikaido, 1995).

Assim como em outras bactérias, o envoltério celular micobacteriano é
constituido de dois compartimentos distintos: a membrana plasmatica, que se
encontra em contato com o citoplasma da célula, e a camada mais externa,
constituida pela parede celular propriamente dita. A membrana plasmatica € muito
semelhante & membrana das demais bactérias, sendo formada por uma classica
bicamada fosfolipidica com proteinas intercaladas. O folheto externo da
membrana €, contudo, rico em fosfatidilinositol manosidios (PIMS),
lipoarabinomanana (LAM) e lipomanana (LM). O esqueleto da parede celular

propriamente dita, como mostra a figura 4, é formado por um complexo
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supramolecular resultante da ligacdo covalente de 3 macromoléculas: o
peptideoglicano, um polissacarideo ramificado (arabinogalactana) e os acidos
micolicos. O peptideoglicano, também conhecido como mureina, constitui a
camada mais interna da parede e se encontra assim justaposto ao folheto externo
da membrana plasméatica, e tem estrutura semelhante aquela encontrada em
outras bactérias e esta covalentemente ligado a arabinogalactana completando o
esqueleto da parede celular, os acidos micdlicos se encontram ligados
covalentemente as unidades terminais de arabinose destas cadeias. Acima deste
complexo supramolecular, estdo presentes moléculas frouxamente ligadas
constituindo a camada mais superficial da parede, que podem ser lipideos,
glicolipideos, polissacarideos ou proteinas; sendo essa estrutura variavel entre as

espécies (revisto por Scollard et al, 2006).
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Figura 4. Modelo esquematico do envelope celular do M. leprae. A membrana plasmatica do M. leprae é
envolvida por uma parede celular composta de peptidoglicano ligada covalentemente a araginogalactana.
Nesse arranjo pode ser encontrado componente como lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM). Acidos
micolicos estdo ligados nas porgdes terminais de arabinose. Na porcdo mais externa do envelope celular é
encontrado: monomicolato trealose (TMM), glicolipideo fendlico 1 (PGL-I), monosideos fosfatidilinositol
(PIMs), dimicocerosato ftiocerol (PDIM) e fosfolipideos (PL). Adaptado de Vissa e Brennan, 2001.
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O glicolipideo fendlico | (PGL-1) € um dos componentes mais abundantes da
superficie do M. leprae, e representa cera de 2% do seu peso seco (Hunter and
Brennan, 1980). O PGL-l apresenta um trissacaridio distinto [3,6-di-O-Me-
glucosopiranosil (1-4) 2,3-di-O-Me-ramnosopiranosil (1-2) 3-O-Me-
ramnopiranosil (1—fenol)], que o faz um marcador exclusivo do M. leprae (Hunter
et al., 1982). Por ser exclusivo do M. leprae, a sorologia baseada na deteccédo de
anticorpos contra PGL-l passou a ser vista como um parametro potencialmente
aplicavel no diagnostico da doenca (Young et al., 1989). Estes anticorpos, que séo
predominantemente da classe IgM, aumentam nas formas multibacilares (MB) do
espectro da hanseniase, com alta titulagdo em pacientes com hanseniase
lepromatosa.

Com a implementacdo do projeto de sequenciamento do genoma humano,
genomas de muitos organismos, inclusive bactérias patogénicas ao homem, vem
sendo definidos. Dentre estes, 0 genoma de algumas micobactérias incluindo o
de M. tuberculosis (Cole et al., 1998) e M. leprae (Cole et al., 2001) foram
concluidos e estdo disponiveis em (www.sanger.ac.uk). A observacdo mais
surpreendente sobre o genoma do M. leprae foi a verificacdo de uma perda
macica de genes quando comparado ao genoma do M. tuberculosis (Cole et al.,
2001). Apenas 49,5% do genoma do M. leprae contém genes que codificam para
proteinas sendo o restante constituido de 1.116 pseudogenes ou genes
degenerados (genes que apresentam perda de regibes necessarias a sua
transcricdo e/ou traducéo). A perda da capacidade de crescimento in vitro e seu
longo tempo de geracéo talvez reflita a perda na capacidade de regulacdo das
vias metabdlicas e nos sistemas transporte do bacilo, reveladas através da analise
de seu genoma (Vissa e Brennan, 2001).

Por ser uma micobactéria de crescimento lento e apresentar uma grande
guantidade de pseudogenes, o M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro até os
dias de hoje, o que torna um desafio o estudo de sua patogenia e de sua biologia.
Contudo, é possivel manter o bacilo em culturas axénicas, mantendo seu estado
metabdlico estavel por algumas semanas (Truman e Krahenbuhl, 2001). E

provavel que o processo de evolucdo redutiva observado tenha tornado o M.

11
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leprae extremamente dependente de um nicho de replicacdo especializado
encontrado no interior das células de Schwann e dos fagécitos mononucleares em
humanos fato que também deve estar associado a impossibilidade de cultivo in
vitro. Aindaa restricdo de modelos experimentais para propagacao do M. leprae é
també notavel e incluem o tatu de nove bandas (Dasypus novencinctus) e
camundongos Balb/C ou ainda os atimicos (nude). Os camundongos atimicos séo
extremamente susceptiveis a infeccdo, porém os bacilos sé sobrevivem por alguns
meses ap6s a inoculacdo da bactéria. Um total de 2x10* bacilos inoculados no
coxim plantar desses camundongos, num periodo de aproximadamente 6 meses
permite a obtencdo de 0,5 a 1 x 10 bacilos que podem ser prontamente
utilizados vivos ou letalmente irradiados (Truman e Krahenbuhl, 2001 e Labhiri et
al., 2005). Outro modelo animal utilizado para o cultivo de M. leprae € o tatu de
nove bandas (Dasypus novemcinctus). Kirchheimer e Storrs (1971) documentaram
a ocorréncia de tatus naturalmente infectados. Em tatu o crescimento ocorre de
forma disseminada, por um periodo de 18 a 24 meses. Além do comprometimento
de pele, medula 6ssea, linfonodos e pulmdes, o figado e o baco do tatu sdo os

orgaos mais afetados (Kirchheimer e Storrs, 1971).
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1.2. Fag6citos mononucleares e resposta imune inata

A capacidade de sobrevivéncia dos metazodrios esta relacionada a um
desenvolvimento evolutivo que direcionaram a uma resposta contra
microorganismos invasores que conseguem ultrapassar as barreiras superficiais
do organismo. Esta habilidade constitui a imunidade, que rapidamente e
eficientemente defende o0 hospedeiro de patdgenos invasores através de
mecanismos que também sdo capazes de selecionar o que é benéfico ou ndo a si
proprio (Nussbaum et al, 2012). A nivel celular, esses microorganismos podem ser
reconhecidos por macrofagos, células que expressam um amplo espectro de
receptores na superficie celular que medeiam o reconhecimento, fagocitose e
subsequente destruicdo de microrganismos invasores. Essas células sdo também
capazes de secretar um conjunto de moléculas que servem para regular a
atividade de outras células que se encontram em sua vizinhanca. Nesse contexto,
0s receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) tem um papel essencial
constituindo um elo entre o reconhecimento de moléculas e subsequente
sinalizacao celular a sensibilizacdo inicial em resposta ao reconhecimento de
diferentes classes de padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPS)
(Medzihitov, 2007).

Os macréfagos podem ser ativados por uma variedade de estimulos e
podem assumir diferentes aspectos morfologicos e fenotipicos e, dependendo da
localizac&o especifica em que sdo encontrados, recebem nomes especiais como
células Kupffer no figado, microglia no sistema nervoso central, osteoclastos no
tecido 6sseo, macréfagos alveolares nos pulmdes, etc.

As células efetoras Tyl em resposta a um determinado antigeno recrutam
0s mondcitos do sangue para os tecidos. Essa interacdo resulta na ativagédo e
conversdo de monocitos para macrofagos, os quais possuem a capacidade de
eliminar microorganismos invasores. E, resposta a apresentacédo de antigenos as
células T efetoras do tipo Tyl quando estimuladas secretam diversas citocinas,

em especial IFN-y, levando ao aumento na expressao de CD40 em macrofagos.

Em resposta a sinalizac&o via receptor CD40 e producéo de IFN-y ha um aumento
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significativo da producdo de varias proteinas responsaveis por funcoes
especializadas, principalmente na destruicdo de microorganismos patogénicos por
esses macrofagos ativados. A sinalizacdo via receptor CD40 ativa o fator de
transcricdo nuclear kB (NF-kB) e proteina de ativacdo 1 (AP-1). O IFN-y ativa os
fatores de transcricdo STAT1 e fator de resposta a interferon-1 (IRF-1). Como
resultado dessa sinalizacdo, os macréfagos ativados podem agora desempenhar
sua funcéo efetora (revisto por Abbas et al, 2013).

Para que ocorra a fagocitose, h4 uma participacdo em conjunto de diversos
receptores que reconhecem microorganismos patogénicos. Os PAMPs séo
reconhecidos pelos PRRs como os receptores do tipo Toll (TLR-Toll like
receptors), que desencadeiam uma série de vias de sinalizagbes envolvidos no
reconhecimento e eliminacdo de patdgenos na resposta imune inata. Apoés a
fagocitose ocorre a fusdo dos fagossomos com os lisossomos resultando na
formacdo do fagolisossomos, onde € encontrada uma grande diversidade de
enzimas hidroliticas, e se concentram a maior parte dos mecanismos microbicidas
responsaveis pela destruicdo do microorganismo invasor. Os macréfagos ativados
possuem a capacidade de converter oxigénio molecular em espécies reativas de
oxigénio (ROS) que sdo agentes altamente reativos e capazes de destruir ndo sé
microbios como outras células.

Além de ROS, os macréfagos também produzem intermediérios reativos de
nitrogénio, principalmente oxido nitrico (NO), pela acdo de uma enzima
denominada Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS). A iINOS é uma enzima
citosdlica que pode ser induzida em resposta a um produto microbiano
reconhecido por TLRs, especialmente em combina¢do com IFN-y. A producéo de
NO e outros metabdlitos reativos de nitrogénio tem um importante papel na
imunidade inata efetora. O NO € altamente reativo e se difunde com muita
facilidade, sendo soluvel tanto em lipideo quanto em agua (Davis et al, 2007).

1.3. Fendétipo de ativagcdo de macrofagos (M1 e M2)

14
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Os macrofagos tem um papel fundamental na resposta imune inata e
adquirida em resposta a patdgenos intracelulares e extracelulares. Essas células
reconhecem, fagocitam, matam microorganismos e parasitas multicelulares,
apresentam antigenos para células T e células B e ainda nos processos de
inflamacéo aguda e inflamacé&o cronica em resposta a infec¢des. O fenétipo dos
macréfagos € heterogéneo, com distintas assinaturas de expressdo génica e
funcdo efetora associadas a citocinas de ativacdo classica como IFN-y (M1) ou
citocinas de ativacao alternativa como IL-4/IL-13 (M2).

Os macrofagos ativados alternativamente (M2) compreende um amplo
espectro de fenodtipos sendo geralmente mais permissivos a replicacdo de
patégenos intracelulares, e estdo envolvidos no combate a infec¢bes por parasitas
multicelulares, como nematddeos, e no reparo a injuria tecidual como a limpeza de
células apoptoéticas. Macrofagos M2 sdo mais fagociticos e tem aumento na
expressao de receptores de superficie celular relacionados com a captacdo de
lipideos e acucares como receptores “scavenger” (SRAI e Il), receptores de
manose (MR - dectinal e CD206) além de aumento na expressao de arginase 1.
Esse fenotipo M2 é induzido por citocinas como IL-4 e IL-13 que induzem a
expressdo de diversos marcadores caracteristicos que influenciam células
vizinhas, como os mediadores anti-inflamatorios IL-10, IL-5, PGE; e IGF-I (revisto
por Dyken e Locksley, 2013). J& os macrofagos ativados classicamente, também
chamados M1, se diferenciam principalmente a partir do estimulo com IFN-y e
TNF. O TNF é produzido a partir do reconhecimento pelo macréfago de PAMPs
pelos PRRs como os receptores TLRs. O IFN-y é principalmente produzido por
linfécitos T e células NK e a ativacdo classica mediada pelo IFN-y ocorre a partir
de uma exposicdo exacerbada de componentes microbianos como LPS (Figura 5).
Em macrofagos murinos, o fenétipo pode ser identificado através da producgédo de
NO e da expressao de INOS por essas células. J& em macrofagos humanos, a
producdo de NO é mais dificil de ser detectada, observando o aumento de outros
parametros como a expressao de molécula de superficie como MHC Il, com o
consequente aumento da capacidade de apresentacdo de antigenos, de CD86,

além da producdo de moléculas microbicidas como as catelecidinas intermediada
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pela via de vitamina D e ainda através do aumento da expressao de citocinas proé-

inflamatérias como IL-12 e IL-6 (revisto por Mosser, 2003 e Montoya 2009).
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Figura 5. Modelo esquematico dos fenotipos de ativacdo macrofagica. A figura a direita representa a
macrdfago ativado M1 e as moléculas envolvidas nesse fen6tipo. A esquerda representa 0 macrofago ativado
(M2) e as moléculas caracteristicas desse fenétipo. FR — Receptor de folato, GR — Receptor de galactose,
IFN-yR — Receptor de IFN-y, IL-1decoyR — Receptor decoy de IL1, MHCII — Receptor do complexo de
histocompatibilidade I, MR — Receptor de manose, SR — Receptor scavenger, ST2 - Receptor de PGE,, ROI
— Espécies intermedidrias de oxigénio, PTX3 — pentraxina. (Extraido e modificado de Biswas e Mantovani,
2010).
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1.4. A via de sinalizacao de Interferons

Os interferons sao citocinas amplamente expressas com potente efeito
antiviral e inibidores de crescimento, e sdo produzidas em resposta a patégenos
como virus, bactérias, parasitas e células tumorais. Os interferons, incluindo o tipo
| (IFN-a, IFN-B e IFN-o, IFN-1), tipo Il (IFN-y) e tipo Il (IFN-L) ao se ligarem em
seus respectivos receptores ativam as proteinas quinases denominadas Janus
quinases ativadas (JAKs). As proteinas JAKs encontram-se ancoradas na regido
citoplasmatica do receptor e quando ativadas recrutam e ativam as proteinas
Ativadoras de Transcricdo e Transdutoras de Sinal, denominadas STATs. Estas
proteinas, por sua vez, constituem uma familia de 7 proteinas (STAT1-STAT7)
que serdo ativadas de acordo com estimulo especifico. Uma vez ativadas as
STATSs translocam para o nucleo em forma de homodimeros ou heterodimeros e
ativam a transcricdo de uma diversidade variada de genes (Schoroder et al, 2004).

O IFN-y derivado de células T é vital tanto para resposta imune inata quanto
para resposta imune adaptativa, ativando macrofagos, células natural Kkiller,
células B, células do musculo liso e células endoteliais vasculares. A via de
transducgéo de sinal iniciada pela ligagdo do IFN-y ao seu receptor inicia-se com a
formacdo de um complexo tetramérico do receptor que consiste em duas cadeias
IFNGR1 e duas cadeias IFNGR2 na superficie celular que leva a ativacdo
intracelular de JAK1 e JAK2, que estdo associados com IFNG1l e IFNG2
respectivamente (Pestka, 2007). A JAKs fosforilam residuos especificos de
tirosina na parte citoplasmética do receptor de IFN-y e recrutam STAT1 que se liga
ao sitio de ancoramento no receptor via dominio SH,. A STAT1 possui um dominio
altamente conservado de ligagdo ao DNA e um conservado dominio SH, que
interage com motivos fosforilados de tirosina para a ligacdo entre STAT1 e
receptores e para dimerizacdo de STAT1/STAT1 e domino alfa-hélice que
funciona com uma ponte de ligagdo do DNA ao dominio SH2. No caso da
fosforilagcdo mediada pelo IFN-y, é originado um homodimero STAT1/STAT1 que

transloca para o nucleo onde se liga a sequéncia de ativacdo de IFN-y
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denominada elemento GAS no promotor de genes induzidos por IFN-y levando a

expressao de genes inflamatorios, figura 6 (Wesoly et al, 2007).
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Figura 6. Modelo esquematico da via de sinalizag&o de IFN-y. IFN-y medeia a sinaliza¢do inflamatoria por
ativacdo de JAK/STAT. Ap6s a forsforilacdo das JAKs, as STATS sdo recrutadas e fosforiladas pelo receptor.
Em seguida forma-se o homodimero STAT1/STATL1 que transloca para o nlcleo e induz a transcrigdo de

genes pré-inflamatérios. (Extraido e modificado de Sikorski et al, 2011).
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As proteinas supressoras de ativacao de citocinas (SOCS) constituem uma
familia com 8 membros (SOCS1-SOCS7 e CIS) e sdo fundamentais na regulacao
negativa da sinalizacdo JAK/STAT. Essas proteinas possuem uma importante
funcdo tanto na regulacéo inibitéria (“feedback” negativo) como na regulagao
cruzada frente ao estimulo de citocinas (Figura 7). As SOCS podem inibir a
sinalizacdo de citocinas de quatro maneiras: 1) Através do bloqueio do
recrutamento de STAT para o receptor de citocina se ligando ao sitio de ligacéo da
prépria STAT ao receptor, 2) marcando proteinas para degradacédo proteossomal
via ubiquitinacao, 3) ligando-se as JAKs e inibindo sua atividade de quinase ou 4)
marcando as préprias JAKs para degradacdo via proteassoma (revisto por Ohara
et al, 2013). Estudos comprovaram o efeito regulatorio negativo de SOCS3 na
funcdo de micrdéglia, astrocitos e células T CD4 por inibicdo da ativacdo de STAT1
e STAT3. SOCSL1 inibe a ativacdo de STAT1 e dos genes regulados pela ativagéao
mediada por IFN-y. (Yoshimura et al, 2012). Foi demonstrado que SOCS3 esta
envolvida na inibicdo da diferenciacdo da resposta Thl e na polarizacdo de
macrofagos, facilitando sua mudanca para um fendtipo M2 (Holdbrooks et al,
2012).SOCS3 inibe a ativacdo de STAT3 através ligando-se a cadeia gp130 do
receptor da IL-6, atenuando assim os efeitos pro-inflamatérios de IL-6. SOCS3 é
preferencialmente expressa por células do tipo TH2 e, além disso, SOCS3 é
essencial para supressao da sinalizacdo de IL-6 em macrofagos. Outro fato € que
SOCS3 também pode se ligar diretamente as JAK1, JAK2 e TYK2, servindo com
um inibidor ndo competitivo de tirosina quinase. (Croker, et al, 2007).
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receptor

Figura 7. Modelo esquemético mostrando a regulacdo negativa de SOCS na sinalizacao de citocinas.
Mecanismo de supressdo de CIS, SOCS1 e SOCS3. Todas as SOCS sdo induzidas pela estimulacdo de
citocinas. SOCSLI liga-se a JAKs e SOCS3 se liga ao receptor, através do dominio SH2, inibindo a atividade

de JAK através de complexos KIR. Esses complexos podem ser ubiquitnados e levados a degradacdo

proteassomal. (Adaptado de Yoshimura et al, 2012).
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1.5. Interacdo do M. leprae com o Macro6fago

Nas lesdes de pacientes do polo TT € observado um perfil caracteristico de
resposta imunolégica do tipo Thl, onde se observa uma alta expressdo de
citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF e IL-12 nas lesdes. No extremo
oposto ao que é observado nas lesdes de pacientes do polo TT, as lesbes de
pacientes LL se caracterizam por apresentar um predominio de uma resposta
imunoldgica de perfil de resposta do tipo Th2 e uma alta expresséo de citocinas
com assinatura anti-inflamatéria como IL-4 e IL-10 (Yamamura et al, 1991).

Os macrofagos, juntamente com as células dendriticas presentes na pele e
mucosa respiratéria, sdo possivelmente as primeiras células do sistema imune a
entrar em contato com o M. leprae. Os macrofagos tém um importante papel no
sistema imune do hospedeiro contra a infeccdo causada pelo M. leprae,
participando no processamento e apresentacdo de antigenos, secrecdo de
citocinas e na funcéo primaria de eliminacdo do patégeno. Na auséncia de uma
resposta imune adaptativa eficaz, o bacilo tem a capacidade de se multiplicar
dentro dos macrofagos chegando a mais de 100 bacilos por célula (Hagge et al,
2004). In vitro, o M. leprae é capaz de manter um estado metabdlico estavel por
algumas semanas no interior de macréfagos tratados com IL-10 e cultivados a
uma temperatura de 33°C (Fukutomi et al, 2004).

Durante a resposta imune inata, PAMPs s&o reconhecidos por PRRs que
estdo presentes na superficie das células do sistema imune, incluindo nos
macrofagos. Os TLRs constituem uma das principais classes de PRRs e sdo
descritos como importantes na ativacdo e diferenciacdo de mondcitos para
macrofagos, promovendo a atividade microbicida dessas células (Krutzik et al.
2005). O heterodimero TLR1-TLR2 e o homodimero TLR2 s&o descritos como o0s
responsaveis pelo reconhecimento de alguns antigenos micobacterianos pelos
macrofagos (Kirschning, et al 2002). Dados apresentados na literatura
demonstram que os TLRs sdo necessarios para uma Otima produgédo de IL-12
(Brightbill et al. 1999), uma citocina proinflamatoéria responsavel pela inducdo de

TNF e por mediar uma resposta imune do tipo Tyl (Underhill et al, 1999).
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Recentemente foi demonstrado que micobacterias induzem expressdo de
MicroRNA 146a que tém como alvo elementos envolvidos na sinalizagcdo
dependente de TLR/NF-xkB, modulando negativamente a resposta frente a
citécinas como TNF, IL1p e IL-6 (Li et al, 2013). O TNF é uma importante citocina
na ativacao celular e na formacao do granuloma, mas também por estar implicado
na destruicdo dos tecidos nos estados reacionais da Hanseniase (Sarno et al,
1991). O possivel envolvimento da classe de receptores citoplasmaticos de PRRs,
como os receptores do tipo NOD (NOD-like), no reconhecimento do M. leprae, tem
sido descrito em estudos de susceptibilidade genética a hanseniase. Esses
estudos indicaram que sinalizacdo via NOD esta associado a uma baixa inducéo
de NF-kB e de fatores antimicrobianos como na reducao da producao de citocinas
pré-inflamatérias (IL-6, TNF, IL-12), agindo sinergicamente com TLRs e
favorecendo a infeccao pelo M. leprae. (revisto por Cardoso et al, 2011).

O M. leprae € capaz de manter sua viabilidade em macrofagos de
camundongo in vitro, porém quando esses macrofagos sdo ativados com IFN-y
eles sao capazes de inibir o crescimento ou matar o bacilo in vitro (Ramasesh et
al, 1991). Esse dado confirma que macréfagos normais tém a fusdo
fagolisossdmica bloqueada pelo M. leprae vivo, porém ndo acontece o mesmo
com o M. leprae morto (Sibley et al, 1987). Contudo, quando os macréfagos sao
ativados com IFN-y, a fusdo dos fagossomos com os lisossomos secundarios é
assegurada.

Os principais mecanismos utilizados pelos macréfagos, em modelo de
infeccdo murina, na inibicdo do crescimento ou eliminacdo de microorganismos
invasores € a geracgdo de reativos intermediarios de oxigénio e de reativos
intermediarios de nitrogénio. Contudo, o M. leprae possui efeito antiinflamatoério
através de uma regulacdo negativa da ativacdo de macrofagos e da funcdo de
células T (Moura e Mariano, 1996), sendo esse efeito mediado pelos componentes
de sua parede celular. Numerosas observacdes indicam que os lipideos e
glicoconjugados presentes no envoltério micobacteriano participam ativamente da
interacdo do M. leprae com as ceélulas do hospedeiro. O PGL-I, por exemplo,

constitui um importante aceptor do componente C3 do sistema complemento na
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superficie da bactéria, sendo um mediador da fagocitose do M. leprae, via receptor
de complemento (CR1, CR3 e CR4), por fagdcitos mononucleares (Schlesinger e
Horwitz,1991; e Schlesinger e Horwitz, 1994). A ligacdo de C3 ao PGL-| é feita
pelo trissacarideo terminal e ocorre tanto pela via classica, quanto pela alternativa
de ativacéo do sistema complemento. A utilizacdo destes receptores promove uma
entrada segura do M. leprae em macrofagos, impedindo a ativacdo de vias
microbicidas. Ja outros investigadores atribuem ao PGL-I a capacidade de
capturar espécies reativas de oxigénio e, portanto de proteger o M. leprae da
atividade antimicrobicida gerado por fagocitos ativados (Klebanoff e Neill, 1988).
Finalmente a producdo de PGL-1 especifico de M. leprae em BCG transgénico
aumenta a capacidade de ativacdo do complemento C3 promovendo uma maior
internalizacdo da bactéria e maior evaséo da resposta inflamatéria (Tauboret et al,
2010).

Dados da literatura indicam que o M. leprae possui a capacidade de induzir
a producdo de fatores antiinflamatérios pelos macrofagos como IL-10, TGF- e
PGE,, contribuindo para modulacdo negativa da resposta microbicida pela
micobactéria (Revisto por Goulart, 2002). Macro6fagos isolados de camundongos
nude infectados produzem altos niveis de PGE, e mostram uma ativacédo
defeituosa quando tratados com IFN-y (Sibley e Khrahenbuhl, 1988). As
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs), incluindo PGD,, PGE,, PGF.a, PGy,
e TXA, sdo mediadores lipidicos que imediatamente apds a sintese sdo lancados
para fora das células, e exercem as suas acdes pela ligacdo a um receptor
acoplado a proteina G na superficie das células alvo. Em concentracdes
fisiologicas as prostaglandinas aumentam a vasodilatacdo e contribuem para a
resolucéo da inflamacdo aguda, inibindo NF-kB (Matsuoka e Narumya, 2008). Ja a
PGE, é sintetizada a partir do acido araquidonico, convertido em araquidonato
pela acdo da fosfolipase A na membrana plasmatica, através de um mecanismo
dependente de ciclooxigenase (COX2) (Adams, 1997). A indugcdo de COX 2 é
regulada por uma variedade de fatores de crescimento, dentre eles o fator

semelhante a insulina | (IGF-I) (Revisto por Tsatsanis, 2006).
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Recentemente nosso grupo mostrou que a infec¢do por M. leprae € capaz
de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos, sitios de producdo de
eicosandides, em macrofagos murinos e humanos (Mattos et al.,, 2010).
Adicionalmente, D’Avila e colaboradores apontaram que corpusculos lipidicos
seriam responsaveis pelo aspecto esponjoso das células infectadas pelo
Mycobacterium bovis BCG (D’Avila et al.,, 2006). Além disso, diversos estudos
mostraram que 0 aspecto esponjoso encontrado nas células infectadas por
micobactérias sdo devido, na maior parte, ao acumulo de lipideos do proéprio
hospedeiro, onde a regulacdo do metabolismo lipidico tem um papel importante na
resposta do hospedeiro.. (Cruz et al., 2008; Mattos et al., 2010). Finalmente, a
formacdo de corpusculos lipidicos na célula hospedeira, induzida pelo M. leprae
tem sido associado com a patogénese da hanseniase a uma possivel fonte de
nutrientes para o patégeno, contribuindo para a persisténcia da infec¢do (Mattos et
al., 2012).

Teles e colaboradores demonstraram que na hanseniase ocorre uma
correlacdo inversa entre os programas de expressao génica de IFN-B e de IFN-y.
Esse trabalho mostrou que tanto o IFN-y assim como os genes antimicrobianos
regulados pelo proprio IFN-y foram expressos preferencialmente nas lesdes
tuberculoides e também mediou atividade antimicrobiana contra o M. leprae in
vitro. Em contraste, IFN-B e os genes regulados por essa citocina, incluindo a
interleucina-10 (IL-10), foram induzidos em mondcitos por M. leprae in vitro e
foram preferencialmente expressos nas lesdes lepromatosas. A resposta
antimicrobiana dependente de vitamina D induzida por IFN-y em macrofagos foi
inibida pelo IFN-B e pela IL-10, sugerindo que a producdo de IFN-y diferencial
contribui para a protecdo contra o patégeno (Teles et al, 2013). Estudos recentes
de expressdo génica global e estudos de associac&o do tipo caso-controle foram
recentemente realizados a fim confirmar a participacdo de um gene induzido por
interferon do tipo | (IFN-I), chamado de OASL, na patogénese da hanseniase
(Robottom Ferreira et al, 2011 e Guerreiro et al, 2013). Neste trabalho, a classe
de genes induzidos por IFN-I foi identificada como modulada em células de

Schwann primarias infectadas por M. leprae vivo por microarranjos de DNA. OASL
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foi rapidamente induzido em células de Schwann e macréfagos THP1 frente a
infeccdo por M. leprae, sugerindo que esse gene seja um sinal precoce da
infeccdo com a micobactéria. Além do mais, M. leprae vivo, mas ndo M. leprae
morto nem BCG, induziu RNAm do OASL em macréfagos THP1, sugerindo que a
ativacdo da via do IFN-I seja especifica de micobactérias patogénicas (Ferreira e
Toledo Pinto et al, artigo submetido).

Diversos estudos tém sugerido que M. leprae cria um nicho favoravel a sua
sobrevivéncia dentro das células por ativar um desvio da apoptose tanto em
macréfagos (Lahiri et al, 2010). Por outro lado, a micobactéria avirulenta, BCG,
ativa a apoptose nessas células (Riendeau e Kornfeld, 2003). Montoya e
colaboradores foram além ao mostrar que o M. leprae é capaz de direcionar a
resposta imune inata para ativar um programa fagocitico induzido por IL-10, o que
esta correlacionado com a resposta imune evidenciada nas lesées do pélo LL. Em
contraste, a inducdo via IL15, IL1 e CYP27B1 leva a resposta antimicrobial
dependente de vitamina D, caracteristica das lesdes tuberculdides. A assinatura
genética envolvida em resposta ao programa fagocitico mediado por IL-10 versus
antimicrobiano mediado por IL-15 esta diretamente relacionada com as lesdes da
hanseniase in vivo (Montoya et al, 2009). Moura e colaboradores demonstraram
que um subconjunto predominante de macrofagos em lesfes lepromatosas exibe
alta expressdo de CD163 e IDO, estando isto ligado tanto ao seu aspecto
espumoso e a deposicao de ferro. Além disso, a M. leprae foi capaz de aumentar
a expressdao de CD163 em mondcitos humanos, mostrando que este receptor
provavel envolvido na captacdo da micobactéria e na sua sobrevivéncia (Moura et
al, 2012).

1.6. O fator de Crescimento semelhante a Insulina | (IGF-I)

Dados da literatura mostraram que macréfagos produzem IGF-I em reposta
ao estimulo com IL-4, citocina chave na ativacdo alternativa de macrofago M2.
(Wynes et al, 2004). Os fatores de crescimento semelhante a insulina IGF-I e IGF-

Il tem sido descritos como importantes no desenvolvimento fetal e pds natal,
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também estimulando o crescimento de oOrgaos incluindo esqueleto, musculos,
cérebro e glandulas mamarias. O IGF-I desempenha um importante papel na
proliferagdo celular e apoptose contribuindo para a homeostase tecidual. O
sistema IGF consiste em dois ligantes relacionados a familia do peptideo insulina
(IGF-1 e IGF-Il), insulina, seus respectivos receptores e 6 proteinas ligantes
(IGFBPs). O receptor de IGFs do tipo 1 (IGF-1R) tem uma alta afinidade por
ambos IGF-I e IGF-Il e medeia o efeito de ambos os fatores de crescimento. O
IGF-I e o IGF-II sdo polipeptideos ubiquitinados que podem agir localmente como
fatores autocrinos, paracrinos, ou enddécrinos circulantes no plasma, agindo em
sitios distantes. O IGF-I predomina na fase adulta, em contraste com o IGF-II que
€ o principal fator de crescimento fetal. Aproximadamente 80% do IGF-I detectado
no plasma é produzido pelos hepatdcitos em resposta a acdo do horménio de
crescimento (GH) produzido pela hipofise. Os restantes 20% resultam da
producéo de IGF-I pelos mais diversos tecidos, cuja regulacdo é complexa e ainda
pouco conhecida (revisto por Annunziata, 2010).

As proteinas ligantes de IGFs (IGFBPs 1-6) estdo presentes na circulacao
prologando a meia vida dos IGFs e modulando sua disponibilidade e atividade. As
IGFBPs sdo bem conservadas entre os mamiferos e a sua afinidade para o IGF-I
e IGF-Il estd na mesma ordem de grandeza da afinidade para o seu receptor. As
IGFBPs podem atuar regulando positivamente ou negativamente a ligacdo dos
IGFs aos seus receptores. A competicdo entre IGFBPs e IGF-IR, em rela¢do aos
IGFs disponiveis no microambiente, € um processo dinamico, uma vez que
afinidades de ligacdo das IGFBPs séao frequentemente alterada por fosforilagéo,
protedlise parcial e adesao a superficie da célula ou na matriz extracelular, figura 8
(Firth et al, 2002).
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Figura 8. Modelo esquematico do Sistema IGF. O sistema IGF compreende seus ligantes (IGF-I, insulina e
IGF-I1), os seus receptores (receptor de IGF-1, IGF-IR, de receptores de insulina, IR, o IR hibrido / IGF-IR o
receptor de manose 6-phosphate/IGF-11, M6P/IGF-IIR), seis proteinas ligantes de IGFs (IGFBPs). (Revisto
por et al, Annunziata et al, 2010).
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1.6.1. IGFs - Sinalizacao intracelular

O IGF-1R é expresso na superficie celular na forma de tetrdmero com duas
subunidades o extracelulares e duas subunidades p intracelulares. Ambas
subunidades estdo ligadas entre si por pontes dissulfeto. O ligante se liga na
subunidade o que é extracelular levando a ativagdo intrinseca de tirosinas
quinases na subunidade transmembrana e subsequente fosforilacdo cruzada
das subunidades B nos residuos de tirosina Tyr 1131, 1135 e 1136, levando a uma
ativagdo completa da tirosina quinase. Os residuos de tirosina fosforilados fora do
dominio servem para recrutar outras moléculas sinalizadoras ou sinais inibitérios
da via de transducdo de sinal via seus dominios SH,. (revisto por Himpe e
Koojiman, 2009). Essas tirosinas quinases sdo responsaveis pela fosforilacdo de
diversos substratos intracelulares que desencadeiam uma série de vias de
sinalizacdo que regulam a expressdo génica, proliferacdo, sobrevivéncia,
metabolismo e ciclo celular (revisto por Denley et al., 2005). A ativacao do IGF-IR
pode desencadear diversas vias de sinalizacdo como: Fosfatidilinositol-3
quinase/Akt (P1-3K/Akt), MAPK (Proteina quinase ativadora de mitégeno) e Janus
quinase/Ativador de fator de transcricado e traducédo ou JAK/STAT. A principal via
que é ativada via receptor IGF-1R, ap6s a fosforilacdo da tirosina, envolve a
ativacdo de PI3K. Isso leva ao recrutamento da subunidade regulatéria de 85 kDa
da PI3K, via substrato do receptor de insulina (IRS), ativando PIP3, resultando
ativacdo de Akt (proteina quinase B). Uma segunda via consiste na ativacdo da
quinase regulada extracelular (ERK 1 e 2) que sédo isoformas da familia das
proteinas ativadas por mitdgeno (MAPK). A terceira jA mencionada € a via
JAK/STAT, que pode ser ativada por citocinas ou por horménios através de
membros da superfamilia de receptores citocina/hematopoiético (Kisseleva et al,
2002). Esses receptores ndo contem atividade enzimatica intrinseca e dependem
da transducao de sinal das tirosinas quinases que se ligam no dominio intracelular
do receptor, que sédo as Janus quinases (JAKs). A transfosforilagcdo das JAKs e

sua subsequente ativacéo, leva a fosforilagdo de residuos de tirosina nos proprios
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receptores que funcionam como sitios de ancoramento para moléculas
sinalizadoras que contem o dominio SH2, incluindo as STATs (Figura 8).

J& é descrito que IGF-I induz a expressdo de SOCS1 e SOCS3 em células
epiteliais murinas via ativagcdo de STAT3 (Ebong et al, 2004). Contudo é mais
conhecido a estimulacdo de SOCS mediada por IGF-I via MEK/ERK e PI3K

(revisto por Himpe e Koojiman, 2009).

IGF-I

[ J DNA

Figura 9. Modelo esquematico das vias de sinalizacdo de IGF-1. As duas vias candnicas de sinaliza¢do
através da via PI3K/Akt e da via ras-raf-MEK-ERK sdo mostrados em adi¢do & via de sinaliza¢do de JAK-
STAT. Acoes inibitdrias sdo mostradas e os efeitos de moléculas inibidoras postuladas SOCS séo indicadas
por linhas sélidas ou pontilhada, respectivamente. Abreviaturas: PIP2, fosfatidilinositol-3,4-bifosfato; PIP3,
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1, Quinase dependente da fosfoinositideo -1. (Revisto por Himpe e
Kooijman et al, 2009).
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1.6.2. IGFs - Efeitos metabdlicos e interacdo com o sistema imune

O IGF-I parece ter um papel importante na homeostasia tecidual, melhor
evidenciado durante processos inflamatérios. Contudo, os mecanismos pelos
quais atua apenas comecam a ser esclarecidos. A inflamacdo pode induzir um
estado catabdlico associado com hipercatabolismo, balanco negativo de nitrogénio
e caquexia que ndo pode ser explicada unicamente pela diminuicdo da ingesta,
mas por modificagdes no sistema neuroenddcrino, com a diminui¢do dos niveis de
IGF-I (Douglas e Shaw, 1989). Modelos experimentais da indugédo de resposta
inflamatoria por LPS constataram uma inibicdo da expressdo de IGF-I em
hepatocitos e células Kupffer e esse efeito parece estar relacionado com o
aumento da producédo de oxido nitrico e de varias outras citocinas (Priego et al,
2006). Ainda nesse contexto, dados da literatura tém demonstrado que horménios
como IGF-lI participam de uma variedade de eventos imunes, atuando na
regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL1-B (Connor et
al, 2008).

Efeitos benéficos do IGF-I sobre o sistema nervoso central e periférico tém
sido demonstrados in vivo, particularmente em neuropatias onde a producao
excessiva de citocinas proé-inflamatérias é observada (Venters et al., 2000),
possibilitando seu emprego clinico em doencas neurodegenerativas (Mynarcik et
al., 1999). De fato, relatos da literatura vém demonstrando efeitos antagonicos
entre IGF-I e TNF, citocina implicada no dano ao tecido nervoso observado na
hanseniase e outras doencas degenerativas (Wu et al., 1996; Remancle-Bonnet et
al., 2000). Também Wang e colaboradores (2003) demonstraram que IGF-I é
capaz de reduzir o dano ao nervo induzido por TNF observado em pacientes com
deméncia associada a infeccdo por HIV. Nestes pacientes, os efeitos
neurodegenerativos em consequéncia da elevada producdo de TNF foram
correlacionados a reducdo dos niveis séricos de IGF-I (Laue et al., 1990). Na
literatura encontramos alguns trabalhos mostrando o efeito apoptético do TNF
sendo blogueado por IGF-I (Wu et al., 1996; Remancle-Bonnet et al., 2000, Wang
et al., 2003).
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Macrofagos residentes possuem a capacidade de liberar fatores de
crescimentocomo o IGF-I promovendo um aumento no crescimento, proliferacéo e
diferenciacdo de diversos tipos celulares no sitio da inflamacdo (Nagaoka et al,
1990). O IGF-I derivado de macréfagos tem sido amplamente implicado na
patogenia de doencas pulmonares intersticiais como a fibrose pulmonar idiopatica,
estimulando a proliferacdo e sobrevivéncia de fibroblastos e mioblastos e
promovendo a sintese de matriz de colageno por essas células. Contudo, pouco é
conhecido sobre os mecanismos que regulam a expressdo de IGF-lI pelos

macrofagos (Wynes, 2003).

31



Introducéo

1.6.3. Papel do IGF-1 na interacdo patdégeno-hospedeiro

Ha poucos relatos da literatura da participacdo do IGF-I em doencas
infecciosas. Trabalhos recentes indicam que o IGF-I contribui para a infeccao de
Leishmania amazonensis, favorecendo seu crescimento dentro de macréfagos em
lesbes de leishmaniose cutédnea e em ensaios experimentais in vitro (Gomes et al.,
2000). Esses estudos, demonstraram que o IGF-I favoreceu o crescimento
parasita em macréfagos aumentando a expressdo e ativacdo da arginase 1 do
préprio parasita, além do seu efeito sobre a arginase de macréfagos. Essa
modulacdo afeta o metabolismo de L-arginina no interior dessas células, afetando
também a via de NOS2 (iNOS) diminuindo os niveis de NO apds estimulo com
IGF-I. Foi demonstrado ainda que IGF-I favorece a infeccdo por Leishmania
atuando tanto como um fator de crescimento para o proprio parasita, e modulando
a resposta inflamatéria local e bloqueando a ativacdo de macréfagos (Vendrame
et al., 2007).

Dados recentes do nosso grupo demonstraram que as células de Schwann,
alvos preferenciais da infeccdo pelo bacilo, aumentam a producédo de IGF-1 em
resposta a infeccdo pelo M. leprae. Esse mecanismo protege essas células da
morte por apoptose, o que favorece a manutencdo do nicho favoravel para
sobrevivéncia e crescimento do bacilo no hospedeiro (Rodrigues et al, 2010). Esta
inducado representaria uma importante estratégia de sobrevivéncia e persisténcia
do bacilo no nervo devido as propriedades anti-apoptéticas e anti-inflamatérias
deste horménio no tecido nervoso (Syroid et al, 1999 e revisto por Venters et al,
2000). Contudo, a capacidade de M. leprae de induzir IGF- em macréfagos ainda
vem sendo investigada. A nossa hipétese é que o M. leprae induz a producgédo de
IGF-I em macréfagos e que o IGF-I regula negativamente o papel efetor dessas
células no controle da infec¢do, o que permitiria a disseminacao da infeccéo e a

permanéncia do M. leprae na célula hospedeira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o papel do IGF-I na modulagdo negativa da ativagdo de macrofagos

infectados com Mycobacterium leprae na hanseniase.

2.2. Objetivos especificos

Analisar comparativamente a capacidade entre M. leprae vivo e morto em

induzir o aumento na expressao de IGF-I em macr6fagos RAW 264.7;

e Avaliar a atividade do promotor de iINOS em macr6fagos RAW 264.7

estimulados com BCG ou M. smegmatis na presenca e auséncia de IGF-I;

e Avaliar o efeito do IGF-I na viabilidade intracelular de BCG ou M.

smegmatis em macréfagos RAW 264.7;

¢ Investigar o efeito do bloqueio da sinalizacdo de IGF-I sobre a expresséao de

iINOS e a producao de NO em macréfagos estimulados com M. leprae;

e Avaliar o efeito do IGF-I na viabilidade intracelular do M. leprae em

macréfagos infectados apdés bloqueio da via de sinalizacdo de IGF-;
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Avaliar o a participagéo do IGF-I na a expressao de iINOS induzida por IFN-
y através da atividade de seu promotor em macréfagos estimulados com M.

leprae através do bloqueio da via de sinalizacéo de IGF-I;

Avaliar a expressdo das enzimas envolvidas na sintese de PGE,, e de
PGE, em macrofagos estimulados com IGF-I;

Investigar a expressdo de SOCS3 em macréfagos murinos RAW 264.7

estimulados com M. leprae ou IGF-l e o efeito do IGF-I sobre a

fosforilacdo/ativacdo de STAT1 induzida por IFN-y em macréfagos;

Comparar o grau de expressdo de IGF-I, SOCS3 e a fosforilagdo/ativacao
de STATL1 nas lesbes de pele de pacientes com hanseniase lepromatosa
(LL) e tuberculdide (BT);
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho experimental

Pré-tratamento Infeccdo com Transfeccs
Tratamento com com M. leprae, M. smegmatis fans ec;aort
IFN-gamma IGF-I ou 0-IGF-1R ou M. bovis BCG (AU S T

Biopsias de pele de pacientes com

hanseniase
Macréfago RAW 264.7
Avaliacdo da
sobrevivéncia e da - =
viabilidade do M. :\e”f‘('a'ffl dgg;'zqﬁg
leprae, M. e sobrénadante e Analise da expressdo
smegmatis e M. It S s de iINOS, pSTATH, Avaliagdo da
bovis BCG SRR AualiacBo da ainadde SOCS3, p-Tub e expresséo de
da luciferase sob o GAPDH P!
controle do promotor IGF-l, SOCS3 e
de iNOS PSTATH
ELISA, EIA
4PCR Dosagem de nitrito Western blot
Ensaio de gene
CFU reporter Imunohistoquimica,

gPCR e Western blot

Figura 10. Representacdo esquematica do desenho experimental. Apds os diferentes estimulos o
sobrenadante das células foi recuperado e NO, IGF-1 e PGE; secretados foram analisadas por Dosagem NO
pelo método de Griess, ELISA e EIA, respectivamente. A viabilidade intracelular micobacteriana foi avaliada
por CFU ou gPCR. Os ensaios de gene repérter foi realizado através da atividade da luciferase sob o controle
do promotr de iNOS. A andlise de expressdo de proteinas foi realizada através de Western blot ou

Imunohistoquimica.
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3.2. Micobactérias

3.2.1. Mycobacterium leprae

O M. leprae Thai-53 vivo utilizado nesse estudo, cedido pela Dra. Patricia
Sammarco Rosa (Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP), foi proveniente do
modelo de infec¢cdo do coxim plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu).
Cerca de nove meses apos a inoculagcdo dos bacilos, as patas foram colhidas e
enviadas ao laboratorio de Microbiologia Celular (FIOCRUZ, RJ) para purificacéo.
De modo estéril, as patas foram homogeneizadas em meio de cultura RPMI-1640
(LGC biotecnologia, SP). A suspensdo de bacilos foi tratada com hidréxido de
sédio 0,1 M, posteriormente ressuspensa em meio de cultura RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia, SP) suplementado com 50 pg/mL e ampicilina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) e incubadas a 33° C por 3h.

Os bacilos foram quantificados por contagem direta em microscopio 6ptico
conforme descrito por Shepard e McRae (1968). Neste método, retira-se uma
pequena aliqguota para preparacdo de esfregacos em lamina de vidro
(Fisherbrand, Pittsburg, PA, EUA) e coloracdo pelo método de Kynion fazendo
diluicdes de 10 e 100 vezes ou sem diluicAo do material. Este foi fixado com
formol-leite em vapor de formaldeido e calor. Os bacilos foram corados pelo
método de Kynion (Shepard e McRae, 1968) utilizando fucsina basica por 5 min e
lavados com &gua corrente. As laminas foram, entdo, lavadas com solucéo alcool-
acida e, em seguida, com agua novamente para a retirada de excesso do corante.
Finalmente, os esfregacos foram corados com azul de metileno por 3 min e
lavados com agua. A contagem do namero de bacilos foi realizada em microscopio
Optico com lente de imersao de 1000X Axiobserver Z1 (Carl Ziess Inc. Thornwood,
NY, EUA). A viabilidade dos bacilos apds a purificagcéo foi estimada utilizando o kit
Live/Dead (Invitrogen, Rockville, MD, EUA) seguindo protocolo de acordo com as
especificacdes do fabricante. Para os ensaios com M. leprae morto, as bactérias

foram letalmente irradiadas utilizando fonte (feixe de elétrons) segundo
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procedimento padrdo utilizado para irradiacdo de materiais pela empresa

especializada (Acelétron, Rio de janeiro, RJ, Brasil).

3.2.2. Obtencéo de Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium bovis BCG

O M. smegmatis mc? 155 foi doado por Thomas Dick da Universidade de
Singapura. O BCG (cepa Pasteur) foi doado pelo pesquisador Franco Mennozzi do
Instituto Pasteur, Lille, Franca (linhagem 1173P2 WHO, Estocolmo, Suécia;
passagens 3 a 8). Estas micobactérias foram cultivadas em meio Middlebrook 7H9
(Beckton, Dickinson, Sparks, MD, USA) suplementado com 0,05% de Tween 80 e
10 % de ADC (0,2 % de glicose, 0,5 % de albumina de soro bovino [BSA], 0,085 %
de cloreto de sobdio) sob agitacdo constante com barras magnéticas em
incubadora a 37°C. O cultivo foi interrompido quando a cultura atingiu uma
densidade optica (600nm) igual a 1,0 em um espectrofotdmetro (Ultrospec 2000
pro UV/visible (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) correspondente a fase
exponencial de crescimento. A concentragdo de bacilos na suspensao foi
determinada através do método de Shepard e McRae (1968) e aliquotas foram,
entdo, congeladas a — 70°C até o seu uso. Ambas micobactérias foram letalmente
mortas pelo calor para realizagcdo de todos os experimentos, exceto para 0s
ensaios de viabilidade por CFU.

3.3. Cultura de células

3.3.1. Cultivo de macréfagos murinos

A linhagem de macrofagos RAW 264.7 foi obtida através da ATCC
(American Tissue Collection) e gentilmente doada pelo Dr. Neil Reiner da
University of British Columbia, BC, Canada. Esta linhagem é estocada em
aliquotas no nitrogénio liqguido em solugdo contendo 10% de DMSO (Sigma) e
90% soro fetal bovino (CULTILAB, Campinas, SP, Brasil). Para o inicio do cultivo,
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as células foram descongeladas em banho-maria a 37°C, ressuspensas em 5 mL
de meio RPMI 1640 comercial (LGC Biotecnologia, SP, Brasil) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 10 nM de HEPES, 100 U/mL de Penicilina, 100
U/mL estreptomicina (Invitrogen), 1 mM Glutamax (LGC Biotecnologia), pH 7.4. As
células foram centrifugadas a 500 x g por 10 min para retirada do DMSO e
ressuspensas novamente em meio RPMI completo. As células foram mantidas em
garrafas de cultura (NUNC A/S, Roskilde, Dinamarca) de 25 cm?, & temperatura de
37°C e atmosfera de 5% CO,. Para a realizacdo dos experimentos, a
monocamada celular era lavada com PBS (Invitrogen) por duas vezes e as células
removidas da garrafa de cultura com o auxilio de um rodinho plastico (“cell
scraper” (Corning, Life Science, New York, EUA), em meio RPMI completo. A
suspensao celular era contada em camara de Neubauer e, aproximadamente,
4x10%, 8x10* e 2x10° células eram transferidas para placa de cultura (Corning) de

24, 12 e 6 pogos, respectivamente.

3.3.2. Amostras clinicas e pacientes

Um total de 22 pacientes com hanseniase (10 BT e 12 LL, 12 homens e 10
mulheres com idade entre 25-45 anos) classificadas de acordo com a escala de
classificacdo de Ridley e Jopling (Ridley & Jopling, 1966) foram incluidos nesse
estudo. Amostras de bidpsia de pele foram obtidas antes do inicio do tratamento e
foram usadas para andlise por imunohistoquimica e expressdo de RNA
mensageiro. Bolsas de sangue foram obtidas de doadores sadios pelo servico de
Homoterapia do Hospital Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, UFRJ, RJ, de acordo com as normas estabelecidas na Declaragéo de
Helsinki. A obtencdo de todas as amostras foi aprovada pelo Comite de Etica da
Fundacao Oswaldo Cruz projeto n® 504/09 (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) O termo de

consentimento foi assinado de cada participante desse estudo.
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3.4. Andlise Imunohistoquimica

Para a deteccao por Imunohistoquimica da expresséo de IGF - | e CD68 em
lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase foi realizado protocolo tal como
descrito previamente (Mattos et al, 2011). Brevemente, os cortes histoldgicos
foram coradas com hematoxilina e eosina (H & E) para estimar a extenséo e a
composicdo do infiltrado inflamatoério, e a coloragdo de Wade foi utilizada para
avaliar a carga bacilar (Wade, 1962). A imunocoloracdo foi realizada por
incubacdo com anticorpo policlonal de coelho anti-IGF-I (GroPep, Thebarton
Australia) (diluicdo 1:100) e monoclonal anti-CD68 (DAKO, Glostrup, Denmark)
(diluigado1:50) em 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, contendo 1 % de albumina de soro
bovino. Os controles negativos foram realizados soro normal de coelho ou isotipo
de IgG de camundongo. As incubacfes foram feitas em secc¢des seriadas sobre as
mesmas laminas de cada amostra, a fim de melhorar os parametros de
comparagdo. ApOs incubacdo durante a noite a 4°C, em camara humida, as
seccOes foram lavadas com TBS/Triton X-100 e incubou-se com anticorpos
secundarios anti-coelho e anti-camundongo conjugados a peroxidase (EnVision +
System, DAKO). As laminas foram coradas com 3,3'- diaminobenzidina (DAB +
Liquido cromogénio - DAKO) e, depois da imersdo em agua destilada, as seccbes
foram contrastadas com hematoxilina de Mayer, seguido de desidratacdo e
finalmente cobertas com meio de montagem permanente (DAKO). As imagens
foram obtidas através de um microscopio Nikon Eclipse com software ProPlus
imagem (Rockville, MD 20850 USA).

3.5. Purificacao de acidos nucléicos

3.5.1. Isolamento de RNA total

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 e macréfagos primarios humano
derivado de PBMC foram cultivados em placas de 6 poc¢os e apds estimulo ou ndo
com M. leprae, os sobrenadantes foram coletados e, o0 RNA total das células foi
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extraido com 1 mL do reagente Trizol (Life Technologies, EUA), de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. As biopsias de lesdo de pele dos pacientes BT
e LL (1/4 de uma biopsia obtida com um punch de 6 mm), também foram extraidas
em 1 mL com Trizol. Resumidamente, o material foi homogeneizado em vértex por
alguns segundos antes da adicdo de 200 uL de cloroférmio (Merck Whitehouse
Station, NJ, U.S.A.). Posteriormente as amostras foram incubadas por 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase
aguosa foi, entdo, transferida para um novo tubo e misturada a 500 uL de
isopropanol (Sigma). Apds incubacdo por no minimo 24 horas a -70°C, as
amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C para
recuperacdo do RNA. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado
cuidadosamente com 1 mL de etanol 70% gelado e centrifugado a 10000 x g por
10min a 4° C. Em seguida, o sobrenadante foi removido, o sedimento seco a
temperatura ambiente por cerca de 10 min e, entdo, ressuspenso em agua
deionizada previamente tratada com dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life
Technologies, EUA).

O RNA total purificado foi quantificado em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific, EUA) e sua integridade avaliada através de eletroforese
em gel desnaturante de agarose 1,2 % (Life Technologies) em presenca de
formaldeido. As amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as
razdes Azesorzso € Azsor23o apresentaram valores>1,8. O RNA foi considerado integro

guando observadas as subunidades ribossomais esperadas (28S e 18S).

3.6. Tratamento com DNase

Com o objetivo de eliminar DNA genbmico contaminante, o RNA total
purificado (1-2ng) de cada uma das amostras foi tratado com DNAse. Para tal, foi
utilizado o kit DNA-free™ (Life Tecnhologies, EUA) seguindo as recomendacdes
do fabricante, em uma reagdo com volume final de 30 pL. Inicialmente, em tubos

de 0,6 mL, foi adicionado 3 pug de RNA, 0,1 volume de tampéo de enzima 10X e 1
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puL da enzima DNAse, seguido por incubacédo a 37° C durante 30 min. Apos o
periodo de incubacgéo, foi adicionado 0,1 volume do reagente de inativacdo
enzimatica. Em seguida, os tubos foram incubados a temperatura ambiente
durante 5 min, agitando os tubos manualmente 2-3 vezes durante esse periodo
para homogeneizar o contetdo. Apds isso, os tubos foram centrifugados a 10000
X g por 2 min, os sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente

transferidos para novos tubos e o RNA novamente quantificado.

3.7. Sintese de cDNA

Cada amostra foi dividida em aliquotas de 5uL para realizagéo das reagdes
de sintese de cDNA. O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de RAW
264.7 mediante o uso da enzima transcriptase reversa Superscript [II® (Life
technologies, EUA) em uma reacdo com volume final de 20 pL. Inicialmente, 500
ng de RNA e de Oligo (dT) ou Random Primer (para analise da expressao génica
de micobactérias) foram incubados a 65° C por 5 min para a linearizacdo da
molécula de RNA. Apds a incubacao foi adicionado o tampdo da enzima em
concentracdo de 1X, dNTP 0,125 mM, DTT 10 mM, 40 U de RNAse Out® e 200 U
da enzima Superscript 111®. Essa mistura foi incubada a 50° C por 1 hora para
transcricdo, seguida de incubacdo a 70° C por 5 min para inativacdo da enzima.

ApOs a incubagédo as amostras foram armazenadas a -20° C.

3.8. Reac&o em cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real (QPCR)

As reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR quantitativo-
gPCR) foram realizadas utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems) para
IGF-1 e 16S ou Sybr Green (Applied Biosystems) para PTGE2 e PTGES2 com os
pares de iniciadores especificos para as sequéncias codificantes dos genes IGF-I
PTGE2, PTGES2 e GADPH de camundongo.
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Para analise da expressao génica de IGF-I, o ensaio foi realizado em placas
Opticas de 96 pocos onde adicionou-se 12,5 mL de TagMan Universal PCR Master
Mix (2x), 1,25 uL dos iniciadores (20x), 2 uL de cDNA e 9,25 uL de agua em um
volume final de 25 uL por poco. As amostras foram analisadas no programa Prism
Sequence Detection System 7000 no termociclador ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems). As temperaturas usadas foram: desnaturacéo inicial a 95°C/10 min,
40 ciclos de desnaturacédo de 95°C/15 seg, anelamento a 60°C /1 min e extensao

a 72 °C/1 min, e extensao final a 72°C/2 min.

Para analise da expressao génica de PTGE2 e PTGES2 foi realizada gPCR
utilizando-se o sistema SYBR Green | (Applied Biosystems), seguindo as
instrucdes do fabricante. Para isso, foi realizada uma reacéao de 20 L, onde foram
adicionados 5 puL de cDNA, 0,25 uM de cada oligonucleotideo e SYBR Green PCR
Master Mix 1X (Applied Biosystems). As reagdes foram incubadas no sistema de
gqPCR StepOne Plus® (Applied Biosystems). Condicdes da reacdo: 95° C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto.
Cada amostra foi amplificado o cDNA dos genes de interesse e 0 gene constitutivo
GAPDH.

3.9. qPCR para determinacéo da viabilidade do M. leprae.

Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi realizado gPCR em
tempo real para deteccdo dos niveis de RNAr 16S do bacilo, com algumas
modificacdes, como descrito por Martinez et al. (2009). A partir das células
infectadas com o bacilo viavel foi extraido o DNA e o RNA, onde este ultimo foi
reversamente transcrito em cDNA com a utilizacdo de Random Primer, conforme
descrito anteriormente. Os niveis de RNAr 16S foram normalizados pela detecgéo
de DNA 16S. Os oligonucleotideos utilizados foram os descritos em Martinez et al
2009. Para a extracdo de DNA total a fase intermediaria do Trizol foi armazenada
a -20° C e posteriormente utilizada para a extracdo de DNA total nos experimentos

de determinacao da viabilidade do M. leprae em células RAW infectadas. Em cada
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tubo foi adicionado 100 pL de tampao TE (5mM Tris; 0,1 mM EDTA) e 150 pL de
cloroférmio. A mistura foi homogeneizada no aparelho FastPrep® 120 (MP
biomedicals, EUA) na configuragéo de velocidade a 6,5 metros por segundo (m/s)
por 45 seg. Os tubos foram incubados no gelo por 5 min e centrifugados a 12000 x
g por 10 min a temperatura ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para
um novo tubo de 1,5 mL contendo 300 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA),
misturada por inversdo e armazenada a -70° C por no minimo um dia. A fase
organica resultante foi armazenada a -20° C para posterior extracdo de proteinas.
Ap6s a incubacao, foi adicionado 2 pL GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo,
para melhor visualizacdo do pellet, e entdo centrifugados a 12000 x g por 30 min
em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e o material
sedimentado lavado com 500 pL de etanol 70% por centrifugacdo a 12000 x g por
15 min a temperatura ambiente. Em seguida os sobrenadantes foram removidos,
os sedimentos secos a temperatura ambiente por 15 min e ressuspensos em 20
pL de dgua de vacina.

As reacdes de gPCR foram realizadas com 500 ng de DNA e cDNA em
volume final de 20 pL contendo TagMan PCR Master Mix 1X (Applied
Biosystem), 0,1 pM da sonda e 0,5 pM de cada oligonucleotideo. As reacdes
foram incubadas a 50° C por 2 min, 95° C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95° C
por 15 segundos e 60° C por 1 min no sistema de PCR em tempo real StepOne

Plus®.

3.10. Andlise dos dados de gPCR

A andlise da expresséo génica foi realizada utilizando-se o método delta-
delta Ct (AACy) (Livak e Schmittgen, 2001). Inicialmente foi calculado o ACr,
subtraindo-se os valores de Ct (do inglés threshold cycle, limiar do ciclo) do gene
alvo dos valores de Ct do gene normalizador (GADPH). Uma vez determinado o
AC+t das amostras, foi escolhido como amostra normalizadora o cDNA referente a

condicdo experimental de células ndo estimuladas. Para calcular o AACy foi
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utilizada a seguinte formula: [ACt (amostra) - ACt (amostra normalizadora)]. Por
fim, os valores de expressdo génica relativa foram obtidos aplicando-se a formula
2" AACT.

Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi utilizado também o
meétodo descrito acima. Entretanto, para o calculo do ACy, subtraiu-se os valores
de Cy referentes ao cDNA de 16S dos valores de DNA gendmico 16S. A condi¢ao
experimental de células RAW 264.7 infectadas com M. leprae sem tratamento foi
selecionada como amostra normalizadora. Apos se obter o AAC+, os valores de

expressao relativa de 16S foram obtidos aplicando-se a formula 2 24CT,

3.11. Ensaio de gene reporter

Para investigar a atividade transcricional do promotor da enzima INOS, o
sistema de gene repérter foi utilizado empregando plasmideos recombinantes
contendo o gene codificante para a luciferase sob controle deste promotor.
Macréfagos RAW 264.7 foram semeados em placa de poliestireno com 24 pog¢os
(2x10° células por poco) e transfectadas com 1ug do plasmideo pTk3xNS (com 3
elementos responsivos para NF-kB/STAT1 na regido promotora) ou com 1lug do
plasmideo pTk3xS (com 3 elementos responsivos para STATlna regido
promotora) (figura 10), gentiimente cedido pelo Dr. David Geller, utilizando como
reagente a Lipofectamina 2000 (Invitrogem) seguindo as instrucdes do fabricante.
Para a normalizacdo do ensaio de luciferase foi usado o plasmideo pRL-CMV
(Promega). Apés a transfeccdo, as células foram tratadas ou ndo com 50ng/mL de
IGF-I recombinante (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA), IFN-y 10ng/mL (R &
D Systems) ou anti-IGF-1R (R & D Systems 5ug/mL. Apoés tratamento, as células
foram lavadas duas vezes com PBS, lisadas de acordo com o protocolo fornecido
pelo kit Dual Luciferase System (Promega), seguido de analise em TD-20/20
Luminémetro (Turner Designs, Sunnyvale, Ca, USA). A atividade da luciferase foi
medida através de Luciferase Assay System (Promega), de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. Cada transfeccao foi realizada em triplicata em

3 experimentos independentes.
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Regido promotora iNOS pTk3xNS

LUC

Regido promotora iNOS pTk3xS
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Figura 11. Desenho esquematico da regido promotora de iNOS presente nos plasmideos pTk3xNS e
pTk3xS. Acima é representado em verde as 3 regifes correspondentes ao elemento responsivo para NF-
kB/STATL, abaixo em vermelho a representacéo das 3 regifes correspondentes ao elemento responsivo para
STATL.

3.12. Obtencdo de lisado total de Macro6fagos

O extrato proteico total foi obtido apos lise com tampdo RIPA (Current
protocols in molecular biology), contendo inibidores de proteases (Mini Complete —
Roche) por 15 minutos no gelo. No caso das biopsias de pacientes, as proteinas
foram extraidas a partir da fase aquosa resultante da extracdo de DNA pelo
reagente TRIzol® (Invitrogen), segundo protocolo fornecido pelo fabricante. Os
extratos celulares foram passados em seringa de insulina 1 mL para a quebra do
DNA e centrifugados a 14.000 x g por 15 min a 4°C. Em seguida, o material
sedimentado foi descartado e as proteinas contidas no sobrenadante foram
guantificadas com acido bicinconinico (kit BCA — Pierce, EUA), utilizando albumina
bovina sérica (BSA) como proteina padrdo. As amostras foram imediatamente
aplicadas em gel de poliacrilamida ou estocadas a - 20°C até o momento de uso.
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3.13. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de Dodecil Sulfato
de Sédio (SDS-PAGE)

Neste procedimento utilizou-se 25 pg de proteinas diluidas em tampéo de
amostra e fervidas durante 5 minutos foram aplicadas de poliacrilamida. A
eletroforese foi realizada em gel de acrilamida a 8,5% em tampé&o de corrida Tris
0,25M/Glicina 19,2M contendo 0,1% de SDS, utilizando-se cuba Might Small
Transphor (Amersham Biosciences) sob amperagem de 25mA por
aproximadamente 2 horas. O padrdo de massa molecular (GE Heathcare,
Buckinhamshire, UK) utilizado € composto pelas seguintes proteinas: Miosina 212
kDa, Macroglobulina 170 kDa, - Galactosidade 116 kDa, Transferrina 76 kDa e

Acido Glutamico Desidrogenase 53 kDa.

3.14. Analise da expressao de proteinas por “Western blot”

As proteinas foram eletroforeticamente transferidas sob amperagem de 400
mA por 2 hora a 4°C para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra — GE
Healthcare) em tampéao de transferéncia (Tris-Glicina em 10% Metanol) e montado
na cuba de transferéncia. Logo apdés, a membrana foi corada com solucdo de
amido black (0,1% amido black, 10%metanol, 2% &cido acético) a confirmacdo da
eficiéncia da transferéncia e identificacdo do padrdo de massa molecular. Em
seguida a membrana foi lavada com TBS-0,1%Tween (TBS-T) e bloqueada com
solucdo de TBS-T/3% leite desnatado (Molico) por duas horas. Logo apds a
membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo policlonal anti-INOS2 (1:200;
Santa Cruz, CA, EUA), anticorpo monoclonal anti-p-Tubulina (1:200; Santa Cruz),
policlonal anti-SOCS3 (1:200; Santa Cruz), monoclonal anti-GAPDH (1:500; Santa
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Cruz) ou anti-STAT1 fosforilada (pSTAT1)(cell signaling) diluidos em TBS-T/5%
leite ou BSA. Apds esse periodo a membrana foi lavada duas vezes com TBS-T
por 5 minutos e incubada com anticorpo secundario anti-lgG de coelho ou anti-lgG
de camundongo conjugados a peroxidase (Sigma) diluidos 1:40.000 e 1:30.000,
respectivamente. A membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T e
transferida para o cassete de revelagéo.

Para revelacdo, o cassete foi levado & cAmara escura e adicionado sobre a
superficie da membrana 200ul do substrato quimioluminescente ECL-Advance
Western blotting Detection kit (GE Healthcare). As membranas foram expostas a
um filme fotografico (Hyperfilm ECL, GE Healthcare), em camara escura e a
revelacao foi feita utilizando-se procedimento convencional.

Os graficos de andlise densitométrica apresentados foram realizados
utilizando o programa ImageJ. Os resultados foram gerados a partir do calculo da
razdo entre valores de densitometria do perfil de bandas da B-tubulina, GAPDH,

SOCS3, pSTATL1 e INOS e, expressos em unidades arbitrarias.

3.15. Dosagem de Nitrito

A produgédo de 6xido nitrico, em sobrenadantes de culturas de macréfagos
RAW 264.7 foi determinada pela dosagem de nitrito (NaNO) utilizando o método
de Griess (Green et al., 1982). Este método consiste na adicdo de 100 uL da
amostra ou da curva padrdo para o desenvolvimento da reacdo colorimétrica.

Um volume de 100 uL de concentragBes conhecidas de nitrito de s6dio em
concentracdes que variam de 5uM a 100uM — para elaboragédo da curva padrao —
ou amostras de sobrenadantes de culturas de macréfagos RAW 264.7 ou
macréfagos primérios foram adicionados a placas de 96 pocos e misturados a 200
uL de reagente de Griess (Sigma) por 15 min, a temperatura ambiente. A leitura
das densidades oOpticas foi realizada em espectrofotbmetro a 570nm e os

resultados foram analisados com base na construgéo de curva padrao.
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3.16. Dosagem de IGF-I

A quantificacdo de IGF-I em sobrenadantes de macrofagos RAW 264.7
tratados ou ndo com as micobactérias por 48 h foi realizada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando o kit Duo Set IGF-1 (R&D Systems), seguindo
as recomendac0des do fabricante.

Resumidamente, placas de 96 pocos pré-recobertas com anticorpo primario
anti-IGF-1 receberam 50 uL de concentracdes conhecidas de IGF-I recombinante —
(utilizado como proteina padrédo para a geracdo da curva) ou 50 uL amostra de
sobrenadantes de culturas de células estimuladas conforme descrito acima. A
placa permaneceu incubada por 2 h a 4°C, seguida de 4 lavagens com tampé&o
fornecido pelo kit. Logo apds, foi adicionado o anticorpo secundario policlonal e
realizada incubacdo de 1 h a 4°C. Os pocos foram lavados mais 4 vezes e
incubados com substrato por 30 min a temperatura ambiente, protegido da luz. A
reacdo foi interrompida com a adicdo de &cido sulfurico (H,SO4 2N) e a
absorbancia determinada em espectrofotbmetro a 450 nm. Apds a leitura os

resultados foram analisados com base na confeccéo da curva padrao.

3.17. Dosagem de PGE,

A quantificacdo de prostaglandina E, foi realizada através de ensaio
imunoenzimético de competicdo, seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante
do kit (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA).

As placas pré-recobertas com anti-lgG de camundongo produzida em
carneiro receberam quantidades definidas de anticorpo monoclonal anti-PGE,, da
amostra de sobrenadantes de culturas de macroéfagos estimulados ou néo, e de
uma forma de PGE, conjugada a acetilcolinesterase. Esta PGE, conjugada
compete pelos sitios de ligacdo de PGE; nos anticorpos monoclonais com PGE;
da amostra experimental de forma a estabelecer um equilibrio de ligacdes
quimicas tal que a ligacdo de PGE; conjugada a acetilcolinesterase serd menor

quanto maior for a concentragédo de PGE; da amostra experimental. A seguir foi
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dado ao sistema um reagente que contém substrato para a enzima
acetilcolinesterase (acetiltiocolina) que, ao sofrer o processo enzimatico pela
acetilcolinesterase, gera tiocolina, que por sua vez se conjuga ao acido 2-
nitrobenzdico produzindo o acido 5-tio-2-nitrobenzdico, que tem absorbancia otima
a 412 nm.

A andlise dos resultados foi feita de forma inversa a intensidade do sinal da
absorbancia, j& que quanto maior a concentragdo de PGE, na amostra, menor
sera a ligacdo de PGE, conjugada a acetilcolinesterase e, portanto, menor a
intensidade de absorbancia. Os resultados de absorbancia foram convertidos em
concentracbes de PGE; pela comparagcdo dos dados gerados pela curva padréo,
construida com concentra¢c@es conhecidas de PGE;.

3.18. Andlise grafica e estatistica

Os resultados foram representados como média +E. P. M. (Erro padréo ou
desvio padrdo da média) e avaliados estatisticamente pelo teste “t student” para
comparacao entre duas variaveis. Os valores foram considerados significativos
qguando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05 (p<0,05). Para analise estatistica

dos resultados deste estudo, foi utilizado o programa GraphPad Prism vs 5.0.
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4. Resultados

4.1. A infeccdo in vitro pelo M. leprae regula positivamente a expressao de
IGF-1 em macrofagos RAW 264.7 de forma dose dependente.

Dados anteriores obtidos no mestrado demonstraram a capacidade do M.
leprae em induzir o aumento da expressao e da secre¢do de IGF-I em macrofagos
RAW 264.7, sempre em uma multiplicidade de infec¢cao (MOI) de 50:1, (Silva, L.R.
et al.,, 2009). Dando prosseguimento aos estudos de inducdo de IGF-I pelo M.
leprae, realizamos ensaios in vitro utilizando macrofagos RAW 264.7, e infectamos
essas células com diferentes MOI com a proposta de comparar a inducdo da
expressdo de IGF-I entre o M. leprae viavel e M. leprae morto. Macréfagos RAW
foram estimulados com M. leprae vivo ou morto em diferentes MOI. Apds 48 horas
de estimulo, producdo de IGF-I pelas células foi determinada. Na figura 12 é
possivel observar que tanto a bactéria viva como morta induziram um aumento
significativo da producédo de IGF-I nessas células, contudo somente na MOI de
50.1. Esse aumento foi de aproximadamente 48,7% pela bactéria viva e de 56%
pela bactéria morta em relacdo as células ndo estimuladas. Ndo foi observada
diferenca significativa na indugdo de IGF-l entre o M. leprae vivo e morto nas
diferentes doses. Estes dados demonstram que o IGF-I secretado pelos

macrofagos frente ao estimulo com M. leprae independe da viabilidade do bacilo.
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Figura 12. Avaliacéo da secrecdo de IGF-I por macréfagos RAW 264.7 estimulados com micobactérias.
Ensaio mostrando os valores de IGF-I quantificados por ensaio imunoenzimético (ELISA) nos sobrenadantes
de macrofagos RAW 264.7 ndo estimulados (NE), ou incubados por 48 horas com M. leprae vivo (MLV) ou,
M. leprae morto (MLM) em diferentes MOI. Os dados representam a media + erro padrdo de 4 e 6

experimentos, respectivamente, realizados em duplicata. Andlise estatistica: ANOVA, ** p< 0,001.
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4.3. IGF-l inibe 0 aumento da atividade do promotor de iNOS induzida por M.
bovis BCG e M. smegmatis em macrofago murino.

Dados da literatura tem evidenciado a participacdo de IGF-l1 na modulacao
negativa da producdo de NO em macréfagos murinos infectados com Leishmania
amazonensis (Vendrame, 2007). Corroborando este dado, nos ja haviamos
observado um efeito inibitério promovido por esse horménio na expresséo e iINOS
e consequente producédo de NO induzida por M. smegmatis e M. bovis BCG in
vitro em células RAW 264.7 (Silva, L. R. 2009). Sendo assim, nosso proximo
passo foi avaliar a atividade do promotor de INOS em resposta as micobactérias
na presenca ou auséncia de IGF-I exdgeno. Para tal, ensaios de gene reporter
foram realizados. Na regido promotora do gene codificante para a enzima iNOS se
encontram sitios de ligacdo para diferentes fatores de transcricdo. Dados da
literatura identificaram a regido entre -5kb e -6kb do promotor do gene iINOS como
importante para o0 aumento da sua transcricdo em humanos, e evidenciaram NF-
kb e STATL1 séo os principais fatores de transcricdo responsaveis por mediar a
transcricdo desse gene frente ao estimulo por citocinas (Zhong Guo et al, 2007).
Nessa etapa do trabalho macrofagos RAW 264.7 foram transfectados com dois
plasmideos diferentes, cada um contendo uma regido especifica do promotor da
enzima iNOS, a saber: o plasmideo pTk3xNS contém trés copias do elementos
responsivos para STAT1/NF-kB, e o plasmideo pTk3xS com trés cdpias somente
do elemento responsivo para STAT1. Todos os resultados foram normalizados
usando o plasmideo pRL-CMV normalizador contendo o gene da Renilla. Apos a
transfeccdo com estes plasmideos as células foram pré-tratadas ou nao com IGF-
| recombinante e em seguida estimuladas ou ndo por 24 horas com M. bovis BCG

ou M. smegmatis em um MOI de 50.1.
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Foi possivel observar que o aumento da atividade do promotor de iINOS
induzida pelas micobactérias diminuiu drasticamente na presenca de IGF-|
somente quando o promotor contém unicamente elementos responsivos para
STAT1 como mostra a figura 13A. Entretanto, isso s6 ndo foi observado no
promotor que contém tanto elementos responsivos para NF-xB como STATL,
(figura 13B). Isso indica que o efeito do IGF-I na regulacédo negativa da expressao

de INOS é dependente da via de STAT1, mas nao de NF-«xB.
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Figura 13. Avaliacao da atividade do promotor do gene iINOS em macro6fagos RAW 264.7 estimulados
com micobactérias apds pré-tratamento para IGF-1. As células foram transfectadas com o plasmideo
pTk3xS (A) ou pTk3xNS (B) contendo o gene da luciferase sob controle do promotor de iNOS, néo
estimuladas (NE), pré-tratadas ou ndo por 30 minutos com IGF-I recombinante 50ng/mL e estimuladas com
M. smegmatis ou M. bovis BCG (MOI 50:1) por 24 horas. test-t * p< 0,05. Os dados representam a média +

desvio padrdo de 1 experimento representativo realizado em triplicata de um total de 3 experimentos.
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4.4, O IGF-I favorece a sobrevivéncia intracelular de M. bovis BCG e M.
smegmatis em macrofagos.

A producéo de radicais livres de nitrogénio é fundamental para a eliminagéo
das micobactérias pelos macrofagos. Como nossos resultados indicam que o IGF-
| regula negativamente a producdo de NO e a expressdo de INOS em nosso
modelo de infec¢cdo por micobactérias. Nessa etapa do trabalho avaliamos o grau
de sobrevivéncia das micobacterias frente ao tratamento com IGF-I. Para tal, os
macréfagos RAW 264.7 foram pré-tratados ou ndo com IGF-I e infectados com M.
bovis BCG ou M. smegmatis ambos em um MOI de 50:1 por 48 horas. Em
seguida, os macrofagos foram lisados e as bactérias do meio intracelular foram
recuperadas e semeadas em meio especifico 7H10. ApOs seu crescimento, 0
numero de unidades formadoras de colénia (CFU) foi determinado. Nossos
resultados mostram que na presenca de IGF-l1 houve um aumento significativo no
namero de unidades formadoras de colbnia indicando um aumento na viabilidade
e sobrevivéncia de ambos M. smegmatis (aumento de aproximadamente 2,5
vezes) (Figura 14A) e M. bovis BCG (aumento de aproximadamente 0,5 vezes)
(Figura 14B) no interior dos macréfagos. Estes dados sugerem que o IGF-I
contribui para sobrevivéncia micobacteriana no interior da célula hospedeira,

favorecendo a infeccao.
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Figura 14. Avaliacdo da viabilidade intracelular do M. smegmatis e do M. bovis BCG em macroéfagos
RAW 264.7 tratados com IGF-I. (A) A viabilidade intracelular do M. smegmatis (MS) e (B) M. bovis BCG
(BCG) na presenca ou auséncia de IGF-1 50ng/mL foi avaliada através de Unidade Formadora de colonia
(CFU) apobs 48 horas. Cada resultado representa a média + erro padrdo de 5 experimentos independentes

realizados em triplicata e a significancia estatistica foi calculada por teste t de Student (* p<0.05).
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4.5. O M. leprae estimula a producdo de NO em macréfagos com bloqueio na
sinalizacado de IGF-I.

Em estudo anterior observamos a incapacidade do M. leprae em
induzir a expressado da enzima iNOS em macréfagos RAW 264.7 e consequente
producdo de NO em macréfagos murinos, ao contrario de outras espeécies de
micobactérias (Silva, L. R. 2009). Esta caracteristica do M. leprae ja havia sido
previamente relatada por Park et al, 1994. Para confirmar os dados obtidos em
nosso trabalho anterior, utiizamos como ferramenta ensaios com gene reporter.
Apés a transfeccdo com os plasmideos pTk3xNS e pTk3xS, as células foram
estimuladas por 24 horas com M. leprae em MOI de 50 bactérias para cada célula
na presenca ou nao de IGF-I recombinante e a atividade da luciferase foi medida
utilizando luminémetro. Na figura 15A e 15B observamos que o M. leprae né&o
induz o aumento da atividade em ambos os promotores utilizados nesse estudo,
corroborando os dados de expressdo da enzima iNOS e de secrecdo de NO
previamente obtidos em células RAW 264.7 estimuladas com M. leprae (Silva, LR,
2009).
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Figura 15. M. leprae ndo induz a atividade do promotor iNOS em macréfagos RAW 264.7 estimulados
M. leprae. Para os ensaios com gene repdrter os macréfagos foram transfectados com o plasmideo pTk3xS
(A) ou pTk3xNS (B), ndo estimulados (NE) ou estimulados com M. leprae 50.1 por 24 horas. test-t * p<
0,05. Os dados representam a média + desvio padrdo de 1 experimento representativo realizado em triplicata
em um total de 3 experimentos.

Como o M. leprae induz a producédo de IGF-I por macréfagos, e este hormdnio
inibe a expressado da enzima iNOS, postulamos a hip6tese de que o IGF-I poderia
estar envolvido na ndo resposta ao M.leprae pelo macréfago. Para validar esta
hipotese, medimos a producao de NO em resposta ao M. leprae (MOI 50:1) na
presenca de anticorpo neutralizante para o receptor de IGF do tipo 1 (a-IGF-1R).
Os macréfagos RAW 264.7 foram pré-tratados ou ndo com o-IGF-1R, e ap6s 48
horas de incubacéo o sobrenadante da cultura foi recolhido para dosagem de NO.
Na Figura 16 é possivel observar o aumento significativo da producédo de NO em
sobrenadante de macrofagos estimulados com M. leprae apds tratamento prévio
com a-IGF-1R. Ja os macréfagos tratados com IgG controle mostraram niveis de
producdo de NO semelhantes aos soO tratados com M. leprae. Estes dados
sugerem que a sinalizacdo de IGF-I € importante na modulacdo negativa da

atividade microbicida exercida pelo M. leprae.
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Figura 16. Avaliacdo da producdo de NO em macrofagos RAW 264.7 estimulados com M. leprae e
tratados com anticorpo neutralizante para IGF-1. Ensaio mostrando os valores de NO através de dosagem
de nitrito pelo método de Griees s nos sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 ndo estimulados (NE), pré-
tratados por 30 minutos com anticorpo neutralizante do receptor de IGF-I (a-IGF-1R) ou com IgG controle e
estimulados ou ndo com M. leprae em um MOI de 50.1 por 48 horas. Test-t * p< 0,05. Os dados

representam a média + erro padrdo de 3 experimentos realizados em triplicata.
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4.6. O M. leprae aumenta a atividade do promotor de iNOS na presenca de
blogueador da sinalizacao de IGF-I

Nosso proximo passo foi medir a atividade do promotor de INOS em
resposta ao M. leprae quando blogueamos a sinalizacdo de IGF-I. Para tal,
culturas de macrofagos RAW 264.7 foram transfectadas com ambos plasmideos
pTk3xS e pTk3xNS, ja descritos anteriormente. Em seguida as células foram pré-
tratadas ou ndo com a-IGF-1R e estimulados com M. leprae (MOI 50:1 por 24
horas. Na Figura 17A e 17B é possivel observar que a presenca do anticorpo
neutralizante para o receptor de IGF-lI acarretou um aumento da atividade em
ambos os promotores de INOS frente ao estimulo com M. leprae. Os dados de
atividade de gene repérter estdo de acordo com os resultados de producdo de NO
frente ao estimulo com M. leprae nas células pré-tratadas com a-IGF-1R
mostrados anteriormente. Esses resultados sugerem um papel da via de
sinalizacao de IGF-I na regulacédo da producédo de espécies reativas de nitrogénio

(NO) e modulag&o do mecanismo microbicida do hospedeiro pelo M.leprae.
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Figura 17. Avaliacdo da atividade do promotor de iINOS em macrdfagos RAW 264.7 estimulados com
M. leprae ap6s bloqueio da sinaliza¢do de IGF-1. (A) Para o0s ensaios com gene repOrter os macrofagos
foram transfectados com o plasmideo pTk3xS (A) ou pTk3xNS (B), ndo estimulados (NE) ou pré-tratadas por
30 minutos com a-IGF-1R ou 1gG controle e estimuladas com M. leprae 50:1 por 24 horas. test-t ** p<0.001.
Os dados representam a média + desvio padrdo de 1 experimentos representativo realizado em triplicata em

um total de 3 experimentos.
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4.7. O bloqueio da sinalizagdo de IGF-I diminui a viabilidade intracelular do
M. leprae em macrofagos

O bloqueio da sinalizacdo de IGF-I aumentou de forma significativa a
producdo de NO e atividade da regido promotora de iNOS frente ao estimulo com
M. leprae. Também ja haviamos mostrado que o aumento da disponibilidade do
IGF-I para os macrofagos favorece a sobrevivéncia de outras micobactérias.
Agora, buscamos avaliar o grau de sobrevivéncia do M. leprae na auséncia da
ativacdo da via sinalizacdo de IGF-I. Uma vez que o bacilo ndo pode ser cultivado
in vitro, a estimativa da viabilidade intracelular do M. leprae dentro dos macréfagos
foi determinada através de qPCR baseado na razdo M. leprae 16S RNA por M.
leprae 16S DNA, segundo protocolo estabelecido por Martinez et al., 2009.

Neste ensaio, a cultura de macrofagos foi mantida a 33°C, ja que esta € a
temperatura ideal de incubacédo do M. leprae viavel. Os macrofagos foram entdo
pré-tratados ou ndo com o-IGF-1R ou IgG controle, sendo posteriormente
infectados com M. leprae em uma MOI 50:1 por 48 horas. Apés esse periodo a
andlise da viabilidade intracelular foi medida através da expressdo do gene 16S
micobacteriano. Nas células tratadas com o-IGF-1R ocorreu uma significativa
diminuicdo da viabilidade intracelular do bacilo (aproximadamente 35 %) se
comparado com as células ndo tratadas com a-IGF-1R ou tratadas com o IgG
controle (Figura 18A). Esses dados sugerem que o bloqueio da sinalizacdo de

IGF-1 favorece a morte do M. leprae pelo macrofago.
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Figura 18. Andlise da viabilidade intracelular do M. leprae em macréfagos RAW 264.7 com bloqueio da
sinalizacdo de IGF-I. (A) A viabilidade intracelular do M. leprae (ML) apds 48 horas foi estimada a partir da
razdo entre 16S RNA e 16S DNA detectado por gPCR e o percentual de aumento ou diminui¢do determinado
a partir da condicdo dos macréfagos ndo tratados (NE) ou pré-tratados com anticorpo neutralizante para o
receptor de IGF-1 (a-IGF-1R) ou IgG controle. Os resultados representam a média = erro padrdo de 5
experimentos independentes realizados em duplicata e a significancia estatistica em relagdo as células ndo
tratadas foi calculada por teste t (* p<0.05).
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4.8. IGF-I inibe a producdo de NO induzida por IFN-y em macréfagos RAW
264.7

Macrofagos ativados com IFN-y sdo capazes de promover a maturacdo do
fagossoma. No fagolisossomo, as micobactérias sdo expostas a efetores
microbicidas gerados por macrofagos ativados, como peptideos anti-microbianos
(AMP) e espécies reativas intermediarias de oxigénio e nitrogénio (Ismail N, et al
2002. Gutierrez MG, et al. 2004).

Considerando-se que IFN-y desempenha papel central na ativacdo de
mecanismos microbicidas em macrofagos infectados com micobactérias,
buscamos investigar se o IGF-I seria também capaz de modular negativamente a
producédo de NO induzida por IFN-y. Nessa etapa do trabalho células RAW 264.7
foram pré-tratadas com IGF-l1 e estimuladas ou ndo com 10 ng/mL de IFN-y
recombinante por 48 horas. Na figura 19 é possivel observar que na presenca de
IGF-I os macrofagos produziram niveis basais de NO em resposta ao estimulo
com IFN-y comparado com as células estimuladas com IFN-y e ndo tratadas com
IGF-I. O pré-tratamento com IGF-I bloqueou totalmente a producdo de NO
induzida por IFN-y. Esses dados indicam que o IGF-I inibe a produgdo de NO

induzida por IFN-y em macréfago murino.
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Figura 19. Avaliacdo do efeito do IGF-I na produgdo de NO induzido por IFN-y em macr6fagos RAW
264.7. Quantificacdo da producdo de NO através do método de Griess. Os macréfagos ndo foram estimulados
(NE) ou foram pré-tratados por 30 minutos com IGF-I 50ng/mL e estimulados ou ndo com IFN-y 10ng/mL

por 48 horas. Test-t * p< 0,05. Os dados representam a média + erro padrdo de 5 experimentos realizados em

duplicata.
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4.9. IGF-l inibe a expresséo de iNOS induzida por IFN-y em macréfagos RAW
264.7.

Como o IGF-I1 mostrou-se capaz de inibir a producdo de NO por células
RAW 264.7 em resposta a IFN-y, passamos a investigar se ocorre também uma
modulacdo da expressdo da enzima INOS pelo IGF-I. Para tal, os macrofagos
RAW 264.7 foram pré-tratados com IGF-I 50ng/mL e estimuladas ou ndo com 10
ng/mL de IFN-y. Ap6és um periodo de 48 horas de incubacéo as células foram
lisadas e o extrato proteico submetido a técnica de Western blot, utilizando
anticorpo anti-iNOS especifico. Concordando com os dados anteriores de
dosagem de NO, na presenca de IGF-1 recombinante ocorreu diminuicdo parcial
(aproximadamente 40%) na expressao da enzima iINOS frente ao estimulo com
IFN-y quando comparado com as células estimuladas com IFN-y e ndo tratadas
com IGF-I (Figura 20A). A Figura 20B mostra o grafico de analise densitométrica
das bandas, utilizando a p-tubulina como gene normalizador. Esses dados
mostram a capacidade do IGF-I de inibir a expressdo da enzima iNOS induzida

por IFN-y em macroéfagos.
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Figura 20. Avaliagdo do efeito do IGF-I sobre a expressédo de iNOS induzida por IFN-y em macréfagos
RAW 264.7. (A) Ensaio de Western blot mostrando a expressao da enzima iNOS. Os macréfagos foram pré-
tratados ou ndo (NE) por 30 minutos com IGF-I 50ng/mL e estimuladas com IFN-y 10ng/mL por 48 horas.
(B) Analise densitométrica das bandas mostrando a expresséo relativa de iNOS em relagdo a p-tubulina. Os

dados representam a média * desvio padrdo de 1 experimento representativo de um total de 3.

71



Resultados

4.10. IGF-I inibe 0 aumento da atividade transcricional do promotor de iINOS
induzida por IFN-y em macrofagos RAW 264.7.

Afim de complementar nosso estudo de interferéncia do IGF-I na
sinalizacao de IFN-y, investigamos ainda a ativacao da regido promotora de iNOS,
realizamos ensaios de gene reporter utilizando os plasmideos pTk3xS ou
pTk3XNS. Os macrofagos RAW 264.7 foram pré-tratados ou ndo com IGF-I e
estimulados ou ndo com IFN-y. Apés um periodo de 24 horas foi avaliada a
atividade dos promotores de iNOS. Concordando com os dados anteriores, na
presenca de IGF-1 recombinante ocorreu a diminui¢éo na atividade do promotor de
INOS frente ao estimulo com IFN-y quando comparado com as células
estimuladas com IFN-y e néo tratadas com IGF-l1 (Figura 21A e 21B). Essa
diminuicdo foi observada tanto no promotor que contém somente o0 elemento
responsivo para STAT1, quanto com aquele que possui elementos responsivos
para NF-xB e STATL1.
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Figura 21. Avaliagdo efeito do IGF-I sobre a atividade do promotor de iNOS em macréfagos RAW
264.7 tratados com IFN-y. (A) Para os ensaios com gene repoérter, 0os macréfagos foram transfectados com o
plasmideo pTk3xS ou pTk3xNS (B), ndo estimulados (NE) ou pré-tratados por 30 minutos com IGF-I e
estimuladas com IFN-y 10 ng/mL por 24 horas. test-t * p< 0,05. Os dados representam a média + erro do

desvio padrdo de 1 experimento representativo realizado em triplicata em um total de 3 experimentos.
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4.11. Macrofagos infectados com M.leprae se mostram refratéarios a inducéo
da atividade do promotor de iNOS por IFN-y

Macrofagos altamente infectados com M. leprae isolados de granuloma de
camundongos atimicos sdo incapazes de serem ativados por IFN-y (Sibley e
Krahenbuhl, 2009). Esta capacidade do M. leprae inibir a sinalizacdo de IFN-y foi
investigado em nosso modelo in vitro, utilizando ensaios com gene repérter. Para
tal, as células foram transfectadas com ambos plasmideos (pTk3xS ou pTk3xNS),
e 0os macréfagos foram tratados por 6 horas com M. leprae (MOI de 50:1). Em
seguida efetuamos a estimulacdo com IFN-y 10ng/mL por 24 horas. N0ssos
resultados mostram que na presenca de M. leprae os macrofagos responderam
bem ao estimulo com IFN-y. Esses macrofagos apresentaram uma ativacao do
promotor baixa se comparado com os macrofagos néo estimulados com M. leprae
e submetidos ao tratamento com IFN-y. Ambos os plasmideos forneceram
resultados semelhantes (Figura 22A e 22B). Esses dados corroboram com a
literatura e demonstram que o papel imunomodulador, exercido pelo M. leprae
também ocorre em nosso modelo de infec¢do in vitro com os macréfagos RAW
264.7.
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Figura 22. Avaliacao da expressao de iNOS induzida por IFN-y em macrofagos RAW 264.7 tratados ou
ndo com M. leprae. Ensaios com gene repérter onde os macrofagos foram transfectados com o plasmideo
pTk3xS (A) ou pTk3xNS (B) ndo estimulados (NE) ou tratadas com M. leprae (ML) 50:1 por 6 horas e
posteriormente estimulados com IFN-y 10 ng/mL por 24 horas. Test-t * p< 0,05, Os dados representam a
média + do desvio padrdo de 1 experimento representativo realizado em triplicata em um total de 3

experimentos.
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4.12. O bloqueio da sinalizag&do de IGF-I restaura parcialmente a capacidade
do IFN-yem aumentar a atividade do promotor de iNOS em macrofagos
murinos tratados com M. leprae.

Nossa proxima pergunta foi investigar uma possivel participacdo do IGF-I
no efeito imunomodulador exercido pelo M. leprae na sinalizagdo do IFN-y. Na
tentativa de responder a essa questdo, estimulamos os macrofagos por 6 horas
com M. leprae 50:1. Em seguida pré-tratamos ou nao as células com a-IGF-1R ou
anticorpo controle e apés 30 minutos submetemos ou ndo as células ao estimulo
com IFN-y por 24 horas. Na presenca de M. leprae e a-IGF-1R houve uma
recuperacdo parcial da atividade do promotor frente ao estimulo com IFN-
v (aproximadamente 23,7%) em comparacdo com as células tratadas com IgG
controle Figura 23. Esses resultados sugerem a participacdo do IGF-I na
modulacdo negativa pelo M. leprae da resposta efetora de macréfagos

estimulados com IFN-y.
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Figura 23. Avaliacéo do efeito do bloqueio da sinalizacdo de IGF-1 sobre a expressdo de iNOS induzida
por IFN-y em macréfagos RAW 264.7 tratados com M. leprae. Ensaios com gene reporter onde 0s
macro6fagos foram transfectados somente com o plasmideo pTk3xNS, ndo estimulados (NE) ou estimulados
com M. leprae (ML) 50.1 por 6 horas e posteriormente tratadas com IFN-y 10 ng/mL por 24 horas na
presenca ou auséncia de anticorpo neutralizante para o receptor de IGF-1 (a-IGF-1R) e anticorpo 1gG
controle. test-t * p< 0,05. Os dados representam a média + do desvio padrdo de 1 experimento representativo

realizado em triplicata de um total de 3 experimentos.
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4.13. IGF-l inibe a fosforilacdo de STAT1 induzida por IFN-y em macrdéfagos.

A via de sinalizacdo de IFN-y é mediada pela ativacdo de STAT1 que é
fosforilada pelas proteinas kinases JAK1 e JAK2. A ativacdo de STATL1 pelo IFN-y
promove sua translocacao para o nucleo em sua forma homodimérica. No nucleo
o homodimero STAT1/STAT1 se liga ao elemento responsivo GAS iniciando a
transcricdo de uma série de genes envolvidos na resposta inflamatéria (Schoroder
et al, 2004). Como nas etapas anteriores do nosso trabalho observamos um
blogueio parcial da acdo do IFN-y pelo IGF-I, nosso proximo objetivo foi avaliar
uma possivel interferéncia desse fator de crescimento na via de sinalizacdo IFN-
vIJAK/ISTATL. Para tal, os macréfagos RAW 264.7 foram pré-tratados com IGF-|
50ng/mL ou IGF-I 100ng/mL por 30 minutos e finalmente estimulados ou ndo com
IFN-y por 15 minutos. Ao investigarmos o grau de fosforilagdo/ativacdo de STAT1
na presenca de IGF-I através de Western blot, notamos uma diminui¢&do dos niveis
de fosforilacdo/ativacdo de STAT1 (figura 24A). Contudo, sé foi possivel observar
essa diminuicdo quando usamos uma concentracdo de 100ng/mL de IGF-I ,. A
analise densitométrica da intensidade das bandas através da relacdo
pSTAT1/GAPDH é mostrada na figura 24B. Nossos dados sugerem que a
regulacdo negativa da resposta ao IFN-y exercida pelo IGF-I pode decorrer em

parte da interferéncia sobre fosforilagcao/ativacéo de STATL.
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Figura 24. Analise do efeito do IGF-I sobre a fosforilagéo/ativacdo de STATL induzida por IFN-y em
macréfagos RAW 264.7. (A). Deteccdo da fosforilagdo de STAT1 por Western blot em macréfagos nédo
estimulados (NE) ou pré-tratados com IGF-I (50 ou 100ng/mL) e estimulados com IFN-y 10ng/mL por 15
minutos. GAPDH foi utilizado como proteina de expressao constitutiva para o controle de carregamento no
gel. (B) Analise densitométrica das bandas mostrando a ativagdo/fosforilacdo de STAT1 em relacdo a

GAPDH. Os dados representam 1 experimento representativo de um total de 3 experimentos.
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4.14. M. leprae aumenta a expressao de SOCS3 em macréfagos RAW 264.7

As proteinas SOCS tém sido descritas como importantes reguladores
negativos da sinalizacao de citocinas. As SOCS sao potentes inibidores das JAKS,
gue tornam-se incapazes de ativar as STATS, sendo importantes reguladores na
inflamacé&o (revisto por Ohara et. al, 2013). Ja € bem descrito que IGF-I induz a
expressdo de SOCS1 e SOCS3 em células epiteliais murinas. Foi visto que
SOCS3, que estd envolvida na polarizacdo de macrofagos, facilitando sua
mudanca para um fendtipo M2, mais permissiva a infeccdes intracelulares.
(Holdbrooks et al, 2012). Nesta ultima etapa investigamos se o M. leprae é capaz
de regular a expressdo de SOCS3 in vitro. Macréfagos RAW 264.7 foram
estimulados com M. leprae em diferentes MOI por 24 horas e a expressao de
SOCS3 foi avaliada por Western blot utilizando anti-SOCS3. Na Figura 25A é
possivel observar que o M. leprae induz de forma dose resposta 0 aumento da

expressdo de SOCS3 in vitro apos 24 horas.
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Figura 25. Anélise da inducéo da expressdo de SOCS3 por M. leprae em macréfagos RAW 264.7. (A).
Deteccéo da expressdo de SOCS3 por Western blot em macréfagos nédo estimulados (NE) ou estimulados com
M. leprae MOI 5:1 (ML5), 10:1 (ML10) e 50:1 (ML50). GAPDH foi utilizado como proteina de expressao
constitutiva para o controle de carregamento no gel. Os dados representam um 1 experimento representativo

de um total de 3 experimentos.
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4.15. IGF-I regula positivamente a expressdo de enzimas envolvidas na
producédo de prostaglandina E; em macrofagos RAW 264.7.

Demonstramos anteriormente que o IGF-I tem um papel imunomodulador
frente ao IFN-y. A prostaglandina E; € um lipideo derivado do &acido aracdénico,
produzido pelas enzimas ciclooxigenases 1 e 2 (COX1 constitutiva e COX2
induzida) e pela prostaglandina sintase E,. PGE; seletivamente suprime a funcéo
efetora de macrofagos e neutréfilos e a imunidade celular mediada por linfocitos
TH1, promovendo uma resposta TH2, TH17 e de célula T regulatoria (revisto por
Pawel Kalinski, 2012). Dados da literatura jA descreveram que o PGE;, tem um
importante papel imunomodulador na hanseniase lepromatosa (Misra, N. et al,
1995). Nesta etapa do trabalho avaliamos se o IGF-I é capaz de modular a
expressdo das enzimas envolvidas na sintese de PGE,, assim como da prépria
producdo de PGE,  Para este propdsito, macréfagos RAW 264,7 foram
estimuladas por 24 horas com IGF-I, RNA total foi extraido e purificado, e os niveis
de RNAmM para PTGS2 (COX2) e PTGES2 (PGE sintase 2) quantificada por
gPCR. A expressdo de PTGS2 (Figura 26A) e PTGSE2 (Figura 26B) foram
reguladas positivamente em macrofagos estimulados com IGF-I. Finalmente,
medimos também a capacidade de IGF-I, assim como a do proprio M. leprae, em
induzir a secrecdo deste prostandide. Apos 48 horas, o sobrenadante da cultura
foi recolhido e a analise da producéo de PGE, foi determinada utilizando ensaio
imunoenzimatico EIA. A figura 26C mostra que ambos IGF-I e M. leprae induzem
a producao de PGE,, possivelmente contribuindo para a geracdo de um ambiente

mais propicio para a sobrevivéncia da micobactéria,
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Figura 26. Analise do efeito de IGF-I sobre a expressdo de enzimas envolvidas na sintese de PGE, em
macrofagos RAW 264.7. gPCR com os valores de expressao génica (expressao relativa) de PTGS2 (A) e
PTGES2 (B) normalizados com GAPDH (deltaCt) em macréfagos RAW 264.7 ndo estimulados (NE) ou
estimulados com IGF-I recombinante 50ng/mL por 24 horas. (C) Grafico mostrando os niveis de PGE, em
sobrenadantes de macréfagos tratados com IGF-1 ou estimulados com M. leprae (ML) (50:1). Test-t * p<
0,05. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes realizados em

duplicata.
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4.16. Macréfagos presentes na les8o de pele de pacientes com hanseniase
lepromatosa (LL) expressam IGF-I

Até agora, nossos ensaios in vitro surgirem que o IGF-I modula
negativamente os mecanismos de imunidade inata de macréfagos, tornando-os
mais permissivos a infecgcdo micobacteriana. Macrofagos com este perfil séo
caracteristicos de lesdes lepromatosoas. Nestas lesdes o infiltrado inflamatorio é
de tipo predominantemente histiocitario, com abundancia de macrofagos com
grande numero de bacilos no seu interior. Em contrapartida, lesbes do polo
tuberculoide mostram macréfagos diferenciados em células epitelioides, que,
reunidas com linfécitos, formam granulomas com maior capacidade de destruir os
bacilos (Coura, 2005). Nosso proximo objetivo foi investigar a expressao de IGF-I
in vivo por macrofagos infectados com M. leprae. Primeiramente fizemos um
estudo comparativo da expressdo de RNAm para IGF-I em lesdes de pele de
pacientes LL (n=9) e BT (n=7) através de qPCR. A expressao relativa foi
calculada, subtraindo-se os valores do gene alvo (IGF-l) dos valores do gene
normalizador (GADPH). No resultado obtido em unidades arbitrarias, pode ser
verificado um amento significativo da expressdo de IGF-I em biopsia de pele dos
pacientes LL (aumento de aproximadamente 2 vezes) em comparacdo com as

biopsias de pele dos pacientes do polo BT (figura 27).
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Figura 27. Andlise comparativa da expressdo de IGF-1 em lesdo de pele de pacientes lepromatosos e
tuberculoide. Analise quantitativa da expressdéo do RNAm de IGF-I através de gPCR nas lesGes de pele
pacientes LL (9 individuos) e BT (7 individuos). Para analise da expressao relativa de IGF-1 nas bidpsias de
pele, inicialmente foi calculado o AC+, subtraindo-se os valores de C+ do gene alvo dos valores de Ct do gene
normalizador (GADPH). test-t ** p<0.001.
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Complementando os dados acima, seccdes provenientes de lesdes de pele
em pacientes BT e pacientes LL foram coradas com hematoxilina e eosina e
marcadas com anticorpo para CD68, um marcador especifico para macrofagos, e
com anticorpo anti-IGF-I. E possivel observar nas lesdes dos pacientes
tuberculdides (BT), um infiltrado granulomatoso com células epitelidides
circundadas por um halo linfocitario e nas lesdes de pacientes do polo
lepromatoso (LL) um infiltrado constituido basicamente por macréfagos altamente
vacuolados rodeando os vasos sanguineos localizados na derme superior. De
acordo com os dados mostrados na figura 27, nas lesdes de pele dos pacientes LL
foi observada uma maior positividade para IGF-I quando comparada as lesdes de
pele dos pacientes do polo BT. De forma interessante, a positividade para IGF-I
nas lesdes lepromatosas se sobrepds a marcacdo para CD68, evidenciando
macrofagos espumosos IGF-1 positivos (figura 28 A,B), sugerindo que o IGF-I esta
sendo produzido preferencialmente por estas células na lesdo.Ja na leséo BT, as
células epitelidides caracteristicas desta leséo, expressam CD68 (figura 28D), mas
sdo negativas para IGF-1 (figura 28C). Esses dados sugerem que ocorre uma
maior expressao de IGF-l1 em lesGes de pele de pacientes LL comparado com as
lesBes dos pacientes BT e que os macrofagos sdo as principais células produtoras

deste hormonio na lesao.
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Figura 28. Imunorreatividade para IGF-1 e CD68 em secgdes histolégicas adjacentes de pele de pacientes LL
(A,B) e BT (C,D). Macrofagos vacuolados IGF-positivos em torno de vasos na derme superior (setas em A).
A seccdo adjacente (B) mostra que as células IGF-positivas sdéo CD68-positivas. Na lesdo BT, as células
epitelidides caracteristicas da lesdo, expressam CD68 (D), mas sdo negativas para IGF-1 (setas em C).

(aumento 40x).
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4.17. Os niveis de SOCS3 se encontram aumentados, e da forma fosforilada
de STAT1 diminuidos em lesdo de pele de pacientes com hanseniase
lepromatosa.

Visto que o M. leprae foi capaz de induzir o aumento da expressdo de
SOCS3 em macrofagos em nosso modelo in vitro, buscamos avaliar o perfil de
expressdo de SOCS3 em lesbes de pele de pacientes do polo BT e LL. Para
responder essa pergunta, realizamos a extracdo das proteinas totais presentes em
lesbes de pele de 3 pacientes BT e 3 pacientes LL e avaliamos os niveis de
expressdo de SOCS3 por Western blot. Curiosamente, observamos uma alta
expressdo de SOCS3 nas lesfes de pele de pacientes LL quando comparada com
as lesbes de pacientes BT, (figura 29A). Como SOCS3 também esta relacionada
com a inibicdo de STAT1, verificamos ainda o nivel de fosforilagdo/ativacdo de
STATL1 nas lesdes de pele desses pacientes. Nossos dados indicam uma menor
fosforilacdo/ativagcdo de STAT1 nas lesbdes LL, comparado com as lesbes BT
(figura 28A). Nas figuras 29B e 29C € possivel observar com clareza essa
diferencga através da analise densitométrica da meédia de intensidade das bandas.
Esses dados sugerem que o aumento de SOCS3 leva a uma regulagédo negativa

da ativacdo de STAT1 em lesdes de pacientes com hanseniase lepromatosa.
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Figura 29. Andlise da expressao de SOCS3 e da ativacdo de STAT1 em bidpsia de pele de pacientes BT
e LL. (A) Deteccéo da expressdo de SOCS3 e da ativagdo de STATL por Western blot em bidpsia de pele de
pacientes do polo tuberculoisde (BT), e pacientes do polo lepromatoso (LL). GAPDH foi utilizado como
proteina de expressdo constitutiva para o controle de carregamento no gel (B). Anélise densitométrica das
bandas mostrando a expressdo relativa de SOCS3 (B) e STAT1 fosforilado (C) em relagdo & GAPDH. Os
valores representam a média = erro padrdo de 3 pacientes LL e 3 pacientes BT. test-t (ndo-pareado) * p<
0,05.
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5. Discussao

A hanseniase e a tuberculose sdo doencas causadas pelo M. leprae e M.
tuberculosis respectivamente, constituindo ainda um grave problema de saude
publica mundial. As micobactérias estdo entre o0s mais importantes
microrganismos patogénicos, e apesar de passados mais de um século do
descobrimento de seus agentes etioldgicos, estas doencas continuam associadas
a altos niveis de morbidade e mortalidade. Micobactérias virulentas, como M.
leprae e M. tuberculosis, sdo capazes de subverter a funcdo microbicida dos
macrofagos, sobreviver e se multiplicar no interior destas células. As
micobactérias sdo, por exemplo, capazes de inibir a fusdo do fagossoma ao
lisossoma, evitando assim a acidificacdo da vesicula contendo o patégeno e sua
exposi¢do a enzimas hidroliticas, favorecendo sua sobrevivéncia e replicacdo no
interior dessas células (revisto por Rodhe et al., 2007; Ehrt e Schnappinger, 2009).

Os macréfagos tém um importante papel no sistema imune do hospedeiro
contra a infeccdo causada pelo M. leprae, participando no processamento e
apresentacdo de antigenos, secrecdo de citocinas e na funcdo primaria de
eliminacdo do patégeno. Os macréfagos, juntamente com as células dendriticas
presentes na pele e mucosa respiratéria, sdo possivelmente as primeiras células
do sistema imune ao entrar em contato com o M. leprae. Também foi descrita a
capacidade desta micobactéria em inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo
em células de Schwann, alvos preferenciais da infec¢cdo pelo bacilo, e em
macrofagos RAW 264.7 proporcionando um nicho favoravel para sua
sobrevivéncia (Alves et al, 2004). Foi visto ainda que o bacilo é capaz de induzir o
aumento da secrecdo de IGF-1 em resposta a infeccdo pelo M. leprae nas células
de Schwann. Esse mecanismo protege essas células da morte por apoptose, 0
que favorece a manutengdo do nicho favoravel para sobrevivéncia e crescimento
do bacilo no hospedeiro (Rodrigues et al, 2010). Esta inducao representaria uma

importante estratégia de sobrevivéncia e persisténcia do bacilo de Hansen no
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nervo devido as propriedades anti-apoptoticas e anti-inflamatérias deste horménio
no tecido nervoso (Syroid et al, 1999 e revisto por Venters et al, 2000).

Trabalhos realizados na década de 1990 mostraram que macrofagos
presentes em sitios inflamatoérios constituem fontes importantes de IGF-I (Rom, et
al, 1988, Rom e Paakko, 1991). O IGF-I produzido pelos macréfagos teria
importante papel no reparo tecidual em situacdes fisiolégicas, assim como na
fibrose observada em processos patoldgicos através do aumento da proliferacéo
de fibroblastos e producdo excessiva de coldgeno (Nagaoka, 1990; Wynes et al,
2003). Esse fator de crescimento, também produzido por macréfagos, tem sido,
implicado na patogenia de doengas pulmonares intersticiais como a fibrose
pulmonar idiopatica (Homa et al, 1995).

Ha& poucos relatos da literatura da participacdo do IGF-I em doencas
infecciosas. Gomes e colaboradores descreveram que o IGF-I contribui para a
infeccdo de Leishmania amazonensis, favorecendo seu crescimento dentro de
macrofagos em lesBes de leishmaniose cutanea e em ensaios experimentais in
vitro (Gomes et al., 2000). Neste estudo o IGF-I favoreceu o crescimento do
parasita em macréfagos aumentando a expressdo e ativacdo da Arginasel do
proprio parasita, além do seu efeito sobre a arginase na célula hospedeira. Essa
modulacdo afeta o metabolismo de L-arginina que é o substrato compartilhado
entre Arginasel e NOS2 (iNOS), o que foi demonstrado pelos baixos niveis de NO
apos estimulo com IGF-I. Foi demonstrado ainda que IGF-I favorece a infeccéo
por Leishmania atuando tanto como um fator de crescimento para o proprio
parasita, como modulando a resposta inflamatéria local e bloqueando a ativagéo
de macréfagos (Vendrame et al., 2007).

Compreender o papel do IGF-I na interacdo M. leprae-macréfago, incluindo
a possivel participacdo de mediadores inflamatorios, € uma questédo relevante, a
qual resolvemos explorar em nosso trabalho. Primeiramente avaliamos a
capacidade do M. leprae de induzir a producdo de IGF-I em macréfagos murinos
da linhagem Raw264.7. Durante a dissertacdo de mestrado haviamos verificado
que no modelo de estudo proposto, o M. leprae foi capaz de induzir um

significativo aumento da expressao e secrecdo de IGF-I in vitro no MOI de 50.1, o
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que foi reafirmado no presente trabalho (figura 12A). Essa inducéo independe da
viabilidade do bacilo (figura 12A). Em trabalho anterior haviamos observado que o
BCG também era capaz de induzir a secrecdo de IGF-I por macrofagos. Ja M.
smegmatis, espécie avirulenta, foi incapaz de induzir a secrecéo de IGF-I (Silva, L.
R. 2009). E importante mencionar que aumento da ativacéo da via de sinalizag&o
de IGF-I independe do aumento da secre¢do desse fator de crescimento pela
célula, podendo ser medida de forma indireta pela avaliacdo da expressdo de
IGFBP5 (Tang, et al, 2011). Os mecanismos que regulam a expressao de IGF-I
pelos macrofagos ainda sdo pouco conhecidos (Wynes, 2003). Dentre os fatores
que estimulam a producdo de IGF-I por macrofagos estdo o TNF, IL-1p e PGE-2
(Noble et al, 1993; Furnier et al, 1995). Curiosamente, todos estes mediadores sédo
produzidos pelos macréfagos em resposta ao M. leprae (Sibley e Krahenbuhl,
1988; Suzuki et al, 1993) e poderiam, assim, estar envolvidos na indugéo de IGF-I
pelo bacilo.

Para estudar a participacdo do IGF-I sobre a ativacdo de macréfagos na
resposta imune inata frente a infecgdo micobacteriana, utilizamos como célula
hospedeira a linhagem macréfagos murinos RAW 264.7, um modelo celular
largamente empregado em ensaios funcionais de funcdo efetora de macréfagos
medida principalmente através da producdo de NO (Raschke et al, 1978).

Nossos dados anteriores atestaram a capacidade do IGF-I em modular
negativamente a funcdo dos macréfagos, avaliando o seu efeito na inducédo da
expressao da enzima iNOS e consequentemente na producdo de NO em resposta
a M. smegmatis e M. bovis BCG (Silva, L. R. 2009). De modo interessante, nos
macrofagos estimulados com BCG e M. smegmatis foi possivel observar que o NO
induzido por essas micobacterias foi reduzido praticamente ao nivel basal nas
células pré-tratadas com IGF-I, indicando que o esse fator de crescimento é capaz
de interferir/bloquear a geracdo de NO em resposta a estas micobactérias. A
reducdo na producdo de NO teve uma correlacdo direta com a expressdo da
enzima iINOS que também mostrou-se reduzida frente ao pré-tratamento das
células com IGF-I (Silva, L.R. 2009).
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Para confirmar os dados obtidos anteriormente e entender quais vias de
sinalizacdo envolvidas nessa modulagdo da atividade microbicida, inicialmente
passamos a investigar o efeito da adicdo exdgena de IGF-I sobre a atividade da
regido promotora da enzima iNOS frente ao estimulo com M. smegmatis ou M.
bovis BCG em macrofagos RAW 264.7. Dados da literatura evidenciaram que NF-
kb e STATL1 sado os principais fatores de transcricdo responsaveis por mediar a
transcricdo do gene INOS em humanos frente ao estimulo por citocinas (Zhong
Guo et al, 2007). Assim, utilizamos um sistema de gene reporter utilizando dois
promotores, o primeiro contendo 3 elementos responsivos para STAT1 e o
segundo contendo 3 elementos responsivos para NF-«xB/STAT1. De forma
interessante, a expresséo de atividade do promotor induzida por M. smegmatis e
M. bovis BCG diminuiu drasticamente apo6s adicao de IGF-I, exdgeno, entretanto
isso so foi observado no promotor que contém elemento responsivo para o fator
de transcricdo STAT1 (Figura 13A). Curiosamente 0 mesmo nao ocorreu no
promotor que contém elementos responsivos para STAT1/NF-xB (Figura 13B).
Nossa hipotese é que efeito do IGF-I na regulacao negativa da expressao de INOS
induzida por M. smegmatis e M. bovis BCG seja dependente da modulacéo da
ativacdo de STATL1. Possivelmente, no promotor STAT1/NF-kB, somente o NF-xB
seja suficiente para manter a atividade da luciferase, mesmo na auséncia ou na
diminuicdo da ativagdo de STAT1, uma vez que ambas micobacterias ativam este
fator transcricional em macrofagos (Mendes et al, 2009)

Embora nosso conhecimento sobre a regulacdo reciproca entre a producao
de NO e IGF-I em macrofagos ainda esteja incipiente, estudos recentes na leséo
hepética durante o quadro de sepse indicam uma inibicdo reciproca e direta entre
ambos. Na sepse provocada por bactérias Gram negativas, LPS é responsavel
pelas principais alteragfes fisiologicas observadas, dentre estas, um aumento nos
niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias e um concomitante decréscimo
de IGF-I circulante, este ultimo essencialmente produzido pelos hepatdcitos. Um
estudo recente mostrou que a inibicdo da expressao de IGF-I por hepatocitos
induzida por LPS é mediada principalmente pelo NO produzido em consequéncia
da inducédo de iINOS pelo LPS (Priego et al, 2004; Priego et al, 2006). Por outro
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lado, estudos in vivo mostram que a administracdo de IGF-I em ratos desafiados
com LPS e D-galactosamina inibe a producédo de citocinas pro-inflamatérias, assim
como a expressdo de iINOS no figado, reduzindo a injuria tecidual (Hijikawa et al,
2008). Finalmente, podemos constatar também que em macréfagos RAW 264.7,
tanto LPS quanto IFN-y inibem a producéo basal de IGF-I (dados ndo mostrados).

Ja é bem descrito na literatura que o NO tem um papel importante na
eliminacao de micobacterias por macrofagos ativos (Jordao et al, 2008). Tendo em
vista a capacidade do IGF-I de inibir a producdo deste mediador, avaliamos sua
contribuicdo para persisténcia e sobrevivéncia das micobactérias no interior de
macrofagos. Notadamente, a adicdo de IGF-I exdégeno aumentou
significativamente a viabilidade e a sobrevivéncia intracelular de ambos M.
smegmatis e M. bovis BCG em macrofagos RAW 264.7 (Figura 14A e 14B). A
diminuicdo de NO, um dos principais indicadores de atividade microbicida em
macrofagos murinos, seguida do aumento da persisténcia micobacteriana no
interior da célula hospedeira promovida pelo tratamento com IGF-I pode contribuir
para o persisténcia/desenvolvimento da infecgcdo. Em macrofagos alveolares
humanos a producdo de espécies reativas de nitrogénio ndo € crucial na
eliminacdo de micobactérias virulentas como M. tuberculosis (Miller et al, 2004).
Em nosso trabalho utilizamos a analise da producdo de NO como um marcador de
ativacdo classica e de atividade microbicida de macréfagos. Entretanto, o
favorecimento da sobrevivéncia das micobactérias no interior dos macréfagos em
um ambiente com alta disponibilidade de IGF-I, ndo necessariamente ocorre
devido a diminuicdo da acao efetora de NO.

Park e colaboradores ja haviam descrito a incapacidade do M. leprae em
induzir um aumento significativo na producdo de NO, ao contrario de outras
espécies de micobactérias (Park et al, 1994). Como esperado, o M. leprae nao
induziu per se 0o aumento da atividade da regido promotora de iINOS em ambos
pTk3xS e pTk3xNS (figura 15A 15B), corroborando com os dados de expresséo
da enzima iNOS e de secre¢do de NO previamente obtidos (Silva, L. R. 2009). O
fato de macrofagos ndo produzirem NO ou nado induzirem a expressao de iINOS

em resposta a infeccdo pelo M. leprae pode evidenciar um efeito inibitorio da
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funcao efetora dessas ceélulas promovido pelo bacilo. Assim, nos questionamos se
o IGF-I induzido pelo M. leprae seria suficiente para induzir esse efeito modulador.
Nossa proxima estratégia foi bloquear parcialmente a sinalizacdo de IGF-I
utilizando anticorpo neutralizante para o receptor de IGF do tipo 1 (a-IGF-1R).
Nossos dados mostraram um importante aumento da producdo de NO pelos
macrofagos estimulados com M. leprae apds tratamento prévio com a-IGF-1R
(figura 16), acompanhado do aumento da atividade do promotor de iNOS (Figura
17A e 17B). Isso indica que na auséncia da sinalizacao de IGF-l o M. leprae
tornou-se capaz de estimular o macréfago que reestabeleceu parcialmente sua
capacidade efetora frente ao estimulo bacteriano. Em seguida avaliamos a
viabilidade intracelular do bacilo e constatamos que o bloqueio da sinalizacao de
IGF-I veio acompanhado de uma significativa diminuicdo da viabilidade intracelular
do M. leprae (figura 18). Esses dados reforcam que a sinalizacdo de IGF-I é
importante na modulacdo negativa da atividade microbicida exercida pelo M.
leprae. Consequentemente, o aumento da producao de IGF-I induzida na infeccéo
parece ser relevante na geracdo/manutencdo de um fendtipo do macrofago
permissivo a sobrevivéncia e multiplicacdo micobacteriana.

Considerando-se que IFN-y desempenha papel central na ativacdo de
mecanismos microbicidas, avaliamos também no presente trabalho a capacidade
de IGF-I de modular a ativacdo classica de macrofagos induzida por IFN-y. O preé-
tratamento com IGF-I bloqueou totalmente a producdo de NO induzida por IFN-y
(figura 19) seguida de uma inibigcao parcial da expressao da enzima iNOS induzida
por IFN-y (figura 20A e 20B). O total bloqueio da producdo de NO pode ser
explicado, ndo sé pela diminuicdo da expressédo de iINOS, mas pelo fato de que o
IGF-I também é capaz de induzir o aumento da expressao de arginase 1
(Vendrame et al, 2007). A arginase 1 compete com a iNOS pelo substrato L-
arginina, catabolizando para L-ornitina, que é direcionada ao ciclo da uréia. O IFN-
v se liga ao seu receptor e ativa JAK1 e JAK2 que ao serem ativadas recrutam e
ativam a STATL1. Avaliamos ainda se esse efeito era depende exclusivamente da
ativacdo de STAT1. Curiosamente, a diminuicdo da atividade da luciferase, foi

observada tanto no promotor que contém elemento responsivo para STATL,

95



Discussao

guanto a que possui elemento responsivo para NF-kB/STAT1. (Figura 21A e 21B).
No estimulo com IFN-y € possivel ver que essa modulacdo negativa esta
relacionada exclusivamente da ativacdo de STAT1, ja que o NF-kB néo faz parte
de sua via de sinalizacdo. Macréfagos sdo ativados geralmente em resposta a
citocinas, com destaque especial para IFN-y que desempenha um papel critico na
eliminagdo de patdgenos intracelulares e controle das infec¢cdes causadas por
micobactérias (revisto por Kaufmann, 2002). E descrito na literatura que IFN-y
regula negativamente a expressdo de IGF-I em macrofagos murinos agindo na
sinalizacao intracelular dependente de STAT-1 (Arkins et al, 1995). A interferéncia
reciproca entre o IGF-I e citocinas inflamatorias como o TNF-a e IL-1p vem sendo
descrita na literatura no contexto de diferentes tecidos incluindo o sistema nervoso
central onde a producédo de IGF-I esta relacionada com a prevencdo da injuria
tecidual (Connor, et al, 2008).

Macréfagos infectados com M. leprae isolados a partir de granulomas de
camundongos atimicos se apresentam funcionalmente alterados e incapazes de
serem ativados por IFN-y (Sibley e Krahenbuhl, 1988). Em acordo com os dados
da literatura, na presenca de M. leprae os macrofagos RAW 264.7 também néo
responderam ao estimulo com IFN-y, o que foi refletido na diminui¢éo da atividade
do promotor com ambos os plasmideos (Figura 22A e 22B). O mecanismo
supressor exercido pelo M. leprae frente ao estimulo com IFN-y ainda ndo é bem
compreendido. Seguindo adiante, buscamos investigar se a sinalizacdo do IGF-I
esta relacionada com esse efeito supressor da micobacteria sobre a via de IFN-y.
Ao bloguearmos a sinalizacdo de IGF-I na presenca de IFN-y, os macréfagos
infectados com M. leprae recuperaram parcialmente a capacidade de responder
ao estimulo com IFN-y. Isso foi observado através da medida de atividade do
promotor de iINOS, dependente de STAT1 ou de STAT1/NF-kB, figura 23. A
proxima pergunta foi saber como IGF-I interfere na sinalizacdo de IFN-y. A analise
da fosforilacdo/ativacdo de STATL1 revelou que o IGF-I reduziu os niveis de
fosforilacdo desse fator de transcrigcdo, contudo foi somente evidenciado utilizando

uma alta dose de IGF-1 (100ng/mL) (figura 24A). E provavel que essa regulagéo
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negativa da resposta ao IFN-y exercida pelo IGF-I seja devido a interferéncia sobre
a ativacdo de STAT1, contudo ndo parece ser exclusivamente por esse
mecanismo.

Recentemente foi mostrado que no modelo experimental de infeccdo por
Leshimania major que o IGF-I foi capaz de inibir a producdo de NO em
macrofagos estimulados com IFN-y (Reis et al, 2013), entretanto nosso trabalho foi
além ao demonstrar a modulacdo exercida pelo IGF-I também sobre a expressao
da enzima INOS e sobre a regido promotora da iNOS.

Candidatos potenciais seriam as proteinas Supressoras de Sinaliza¢do de
Citocinas (SOCS) que tém sido descritas como importantes reguladores negativos
da sinalizac&o de citocinas, principalmente SOCS1 and SOCS3 que séo descritas
como potentes inibidores da ativacdo das STATSs (revisto por Ohara et. al, 2013).
Nossos dados mostraram que o M. leprae induziu de forma significativa o0 aumento
da expressdo de SOCS3 de maneira dose dependente, figura 25B. Dados
preliminares (ndo mostrados) sugerem que IGF-1 é capaz de induzir o aumento da
expressdo de SOCS3 em macrofagos RAW 264.7. O fato de a semelhanca do M.
leprae, o IGF-I ser um bom indutor da expressdo de SOCS3 reforca o papel
imunoregulador desse fator de crescimento, e sua possivel interferéncia na
sinalizacdo de IFN-y na infeccdo pelo M. leprae. JA € bem descrito que M.
tuberculosis € capaz de induzir a expressao de SOCS1 e SOCS3 em macrofagos
(Masood, et al, 2013). Também tem sido que IGF-I induz a expressédo de SOCS1 e
SOCS3 em células epiteliais murinas, e SOCS1 em mioblastos (Ebong et al, 2004
e Inaba et al, 2005).

O estimulo com M. leprae ou IGF-I induziu o aumento da producédo de PGE;
nos macréfagos RAW 264.7 (figura 26C). A capacidade desse fator de
crescimento aumentar os niveis de PGE; nos levou a investigar a expressao das
enzimas envolvidas na sintese de PGE, A expressdo de RNAm para PTGS2
(COX2) e PTGES2 (PGE; sintase) foi regulada positivamente pelo IGF-1 em
macrofagos (figuras 26A e B). Isso mostra que esse fator de crescimento contribui
para o aumento da producdo desse mediador lipidico, favorecendo um

microambiente mais propicio para a sobrevivéncia da micobactéria.
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PGE; € produzido em altos niveis em camundongos atimicos infectados
com M. leprae (Sibley e Krahenbuhl, 1988). Outro fato € que PGE, possui papel
imunomodulador inibitério e em altas concentragbes tem um significante efeito
imunosupressor, promovendo uma diminuicdo na proliferacdo de linfécitos,
diminuicdo da atividade de células “natural killer”, diminuicdo na expressao de
MHC Il e desativacdo de macrofagos (Philips et al, 1991; Goto et al, 1983; Snyder
et al, 1982; Edwards et al, 1986). PGE, é produzida majoritariamente por
macrofagos, agindo como um inibidor da atividade citolitica de macréfagos
ativados com IFN-y ou LPS (Snyder et al, 1982). Dados recentes indicam que o
PGE; é preferencialmente sintetizado em organelas denominadas de corpusculos
lipidicos em macrofagos infectados com BCG (D’Avila et al, revisto por Bozza et
al, 2009). Sibley e Krahenbuhl, 1988 relataram a participacdo de PGE, como
mediador da desativacdo funcional de macréfagos infectados com M. leprae.
Além disso, a infeccdo por M. leprae € capaz de induzir a formacdo de
corpusculos lipidicos, sitios de producao de eicosanoides, em macrofagos murinos
e humanos (Mattos et al., 2010). BCG e M. leprae, mas ndo M. smegmatis,
induzem a formacéo de corpusculos lipidicos e producdo de PGE; em macrofagos
(D’Avila et al, 2006; Mattos et al., 2010). A formacédo de corpusculos lipidicos na
célula hospedeira, induzida pelo M. leprae tem sido associado com a patogénese
da hanseniase, contribuindo para a persisténcia da infeccdo (Mattos et al., 2012).
A capacidade de PGE; de induzir a sintese de IGF-I em macréfagos ja foi
previamente observada (Furnier et al, 1995). Por sua vez, a indugcdo de PGE;
promovida por IGF-1 havia sido descrita apenas em células tumorais de ovario
(Cao et al, 2007).

Até o momento, 0s ensaios in vitro indicam o IGF-I como um potencial
imunomodulador da resposta inata em macrofagos, tornando-0s mais permissivos
a infeccdo micobacteriana. Numa etapa final do trabalho avaliamos a expressao
de IGF-l in vivo através da analise de lesdes de pele de pacientes com
hanseniase. Em lesbGes de pacientes TT € observado um caracteristico perfil de
resposta do tipo Thl, onde se observa uma alta expressdo de citocinas pro-

inflamatorias como IFN-y, TNF e IL-12 nas lesdes. Em contrapartida ao que €

98



Discussao

observado nas lesdes de pacientes TT, as lesdes de pacientes LL se caracterizam
por apresentar um predominio do perfil de resposta do tipo Th2 e uma alta
expressao de citocinas como IL-4 e IL-10. (Yamamura et al, 1991). A partir de uma
analise comparativa entre lesdes de pacientes LL e BT verificamos um aumento
consideravel da expressdo de RNAm para IGF-I em lesdes de pele dos pacientes
LL em relacdo as lesdes de pele dos pacientes BT (Figura 27). Além disso, as
lesbes de pele dos pacientes LL apresentaram maior positividade para IGF-I
através de andlise imunohistoquimica quando comparadas as lesdes de pacientes
BT. Outro achado importante foi a maior positividade para IGF-I encontrada em
células CD68 positivas, sugerindo que o IGF-l estd sendo produzido
preferencialmente pelos macréfagos presentes nas lesdes lepromatosas, (Figura
28). Isso indica que a presenca de IGF-I nas lesbes de pacientes LL concorda com
uma assinatura anti-inflamatéria que favorece a persisténcia, o desenvolvimento e
a disseminacdo do bacilo. Esses dados sugerem que os macréfagos presentes
nas lesdes lepromatosas estdo desativados ou ativados alternativamente, e o
aumento da disponibilidade do IGF-I nesse microambiente pode favorecer a
ativacdo para um perfil M2 modulando a resposta imune no sitio da leséo.

Por fim, decidimos investigar a expressdo de SOCS3 e a ativacdo de
STATL1 nessas lesdes. Tendo em vista a inducao da expressdo de SOCS3 pelo M.
leprae em macréfagos RAW 264.7, passamos a investigar a expressao de SOCS3
em lesGes de pele pacientes BT versus LL. Como ja& mencionado anteriormente, a
proteina SOCS3 esta relacionada com a inibicdo da fosforilacdo de STAT1 e
STAT3. Vimos anteriormente que IGF-lI diminuiu a fosforilagdo de STAT1 em
macréfagos in vitro, e que houve uma expressao aumentada de IGF-I nas lesdes
de pacientes LL em comparacdo com as lesbes de pacientes BT. De forma
interessante, foi observado uma relacdo oposta na expressdo de SOCS3 versus a
ativacdo de STAT1 nas lesdes de pacientes LL comparada as lesdes de pacientes
BT. Nas lesbes de pacientes LL houve uma alta expressdo de SOCS3 e uma
baixa ativagdo de STAT1 (figura 29A). Ja nas lesbes de pacientes BT observamos
maior ativacdo de STAT1 e uma baixa expressdo de SOCS3 (figura 29A). E

provavel que a resposta inflamatoria caracteristica de um perfil Thl favoreca uma
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maior ativacdo de STAT1 em pacientes do polo BT, o que pode ser relacionado a
uma menor expressdo de SOCS3 nessas lesdes demonstradas no presente
trabalho. Nas lesGes dos pacientes LL, onde a expressdo de SOCS3 é elevada,
observou-se uma significativa diminuicdo da ativacdo de STAT1, estando de
acordo com o fenétipo de macréfagos refratarios a ativacdo classica encontrado
nas lesdes desses pacientes. Ainda nesse aspecto, o0 aumento de SOCS3 na
lesdo LL poderia colaborar para uma regulacdo negativa da resposta frente a
citocinas pro-inflamatoérias como IL-12, IFN-y e IL-6.

Atualmente pouco se sabe sobre a participacdo do IGF-I na fisiologia dos
macrofagos, principalmente da sua funcéo na resposta inflamatdria em processos
infecciosos. Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem levantar a
hip6tese de que nos estagios iniciais da infeccdo, o IGF-I secretado em resposta
ao M. leprae poderia favorecer o estabelecimento da infeccdo. J4 a presenca de
IGF-I nas lesbBes de pacientes lepromatosos mostra que o IGF-I também pode
colaborar para manutencédo de um nicho favoravel e persisténcia do patégeno em
estagios tardios da infeccdo. Nessas lesées é marcante a producdo de citocinas
anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e IL-13. Principamente a IL-4, mas também ae
IL-13 sdo classicamente descritas como mediadoras da ativacdo alternativa de
macréfagos, além de potentes indutores de IGF-I (Wynes et al, 2003). A ativacao
de macréfagos para um perfil M2 e mediada pelas citocinas IL-4 e IL-13 que
igualmente induzem a producéo de IGF-I em macréfagos (revisto por Martinez et
al., 2009), e esta de acordo com o perfil de citocinas Th2 predominante nas lesdes
lepromatosas (revisto por Sieling e Modlin, 1994). O fendtipo dos macréfagos
presentes na lesdo lepromatosa aproxima-se, assim, daquele descrito para
macrofagos chamados de M2. A via alternativa de ativacdo se caracteriza pela
diminuicdo das propriedades microbicidas dos macrofagos, aumentando a
producéo de IL-10 e TGF-B, o que favorece a endocitose de ligantes manosilados
e antagoniza a resposta induzida por LPS e IFN-y (revisto por Martinez et al.,
2009). Esta via alternativa de ativacao/diferenciagdo dos macréfagos é favorecida

num microambiente onde TNF-a estd presente e IFNs estdo ausentes, o0 que
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acarreta a inducdo da producédo de IGF-I pelo macrofago (revisto por Winston et
al., 1999).

Resumindo, nosso trabalho evidencia que micobactérias ndo patogénicas
estimulam a expressdo de iINOS e a producédo de NO, favorecendo a eliminacao
do patégeno pela célula hospedeira. Contudo o M. leprae néo foi capaz de induzir
a producdo de NO, o que sugere sua capacidade em inibir a ativagdo dos
mecanismos microbicidas dessas células. O M. leprae induz a secrecéao de IGF-I
em macréfagos murinos, podendo esse fator de crescimento agir nessas células
de forma paracrina ou autocrina. A adicdo de IGF-I inibiu a producdo de NO e a
expressdo de INOS em macréfagos estimulados com M. smegmatis e M. bovis
BCG. Demonstramos também que ao bloquearmos a sinalizacdo de IGF-I, o
macréfago passa a produzir mais NO frente ao estimulo com M. leprae. Esse é um
forte indicativo que o IGF-I produzido pelo M. leprae participa da inibicdo da
expressao iNOS e consequente producao de NOA regulagcéo negativa de NO pelo
IGF-1 poderia ocorrer através do aumento da producéo de PGE,, contudo isso ndo
foi esclarecido. Outra possibilidade é que IGF-I poderia atuar através de SOCS3,
induzindo sua expressdao como ja foi visto em outros tipos celulares, diminuindo,
assim, a ativacéo de STAT1 e consequentemente bloqueando a via de sinalizagao
de IFN-y.

Finalmente foi demonstrado que o M. leprae induz a expressédo de SOCS3
em macréfagos RAW 264.7, e que a expressdao de SOCS3 se encontra
aumentada em lesfes de pacientes LL em comparacdo com lesdes de pacientes
BT. A inducéo de IGF-1 e de SOCS3 pelo M. leprae em macréfagos representa um
dado inédito que contribui para o melhor entendimento da patogénese da

Hanseniase.
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A figura 29 resume de forma esquematica os mecanismos de participacao
do IGF-I na interacdo macréfago-M. leprae. Primeiramente o M. leprae induz a
secrecdo de IGF-I na célula hospedeira, que atua de forma paracrina ou autocrina
inibindo a expresséo de iINOS e producdo de NO e além de induzir a producéo de
PGE; nessas células. A diminuicdo da capacidade microbicida do macréfago
promove o aumento da permanéncia e da sobrevivéncia do bacilo no meio
intracelular. Em outro ponto, o IGF-I induzido pelo M. leprae torna o macréfago
refratario ao estimulo com IFN-y, possivelmente através da inducdo de SOCS3
que inibe a ativacdo de STAT1 e consequentemente regula negativamente a

resposta mediada por IFN-y.
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Linfécito T/NK

PGE:

Macréfago

Figura 30. Modelo representando o possivel papel do IGF-1 em macrdfagos infectados com M. leprae.
Efeito anti-microbicida do IGF-I é demonstrado através da inibi¢do da producdo de NO e da expressdo de
iNOS, além da inducéo da produgdo de PGE,. O M. leprae induz o aumento da producdo de IGF-I e da
expressdo de SOCS3. O IGF-1 também inibe a ativacdo de STATL e a produgdo de NO induzida por IFN-y,

possivelmente via inducdo de SOCS3.
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6. Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que:

[ERN
1

M. leprae vivo e M. leprae morto induzem a producdo de IGF-1 por

macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7;

M. leprae nao foi capaz de induzir o aumento da atividade do promotor de
INOS em macréfagos RAW 264.7;

O IGF-I foi capaz de inibir a atividade do promotor de INOS em resposta ao
estimulo com M. bovis BCG e M. smegmatis, sendo esta inibicdo
dependente de STATL,;

O IGF-I favoreceu a sobrevivéncia intracelular do M. smegmatis e M. bovis
BCG em macréfagos RAW 264.7;

O bloqueio da sinalizacédo de IGF-I em macréfagos RAW 264.7 promoveu 0
aumento da producédo de NO e da atividade do promotor de iNOS frente ao

estimulo com M. leprae;

O bloqueio da sinalizacdo de IGF-I diminuiu a sobrevivéncia intracelular do

M. leprae em macréfagos RAW 264.7,
IGF-I foi capaz de inibir a expressao de INOS, a producdo de NO, bem

como a atividade do promotor de iINOS em macréfagos estimulados com
IFN-v;
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8- IGF-I induziu a producdo de PGE; bem como a expressdo das enzimas

envolvidas na sintese de PGE, em macrdfagos RAW 264.7;

9- As lesdes de pele de pacientes LL apresentaram uma maior positividade
para IGF-I quando comparadas as lesGes dos pacientes BT, o que foi

corroborada com uma maior expressao de RNAm para IGF-I;

10- A expressdao de SOCS3 se encontra aumentada em lesBes de pele de
pacientes LL quando comparadas as les6es de pacientes BT. J& a ativacdo

de STAT1 apresentou-se diminuida em lesfes LL.

Em conjunto, estes resultados sugerem a participacdo de IGF-I na resposta do
hospedeiro ao M. leprae, com potencial contribuicdo para a patogénia deste
microorganismo através da inibicdo de mecanismos microbicidas e do bloqueio da
sinalizagdo de IFN-y em macréfagos infectados, com o consequente favorecimento

de sua sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro.
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