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Avaliacdo do papel funcional de IDO-1 e de seus metabdlitos na imunopatogénese da Hanseniase

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Jessica Araujo da Paix&o de Oliveira

Os metabdlitos de triptofano e a Indoleamina 2,3 Dioxigenase-1 (IDO-1) estdo envolvidos tanto
em ambientes microbicidas quanto em ambientes tolerogénicos, e diversos trabalhos do nosso
grupo demonstraram que essa enzima é diferencialmente regulada nas diferentes formas clinicas
da hanseniase. Esse estudo teve como objetivo investigar avaliar o papel de IDO-1 e dos
metabdlitos do tiptofano na imunopatogénese da Hanseniase. Para isso, pacientes participantes
do estudo foram recrutados no Ambulatério Souza Araujo (ASA) da Fiocruz e os buffy coats
foram obtidos de doadores saudaveis pelo servico de hemoterapia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), os monécitos foram
obtidos a partir de células mononucelares derivadas de monécitos (PBMCs) por sele¢éo positiva.
Para diferenciar as mDCs, os mondcitos foram estimulados com GM-CSF e IL-4 durante 6 dias.
O fendtipo destas células e a expressédo de IDO-1 foram avaliados por citometria de fluxo. A
atividade de IDO-1 foi avaliada por HPLC e a producdo de citocinas nos sobrenadantes foi
determinada por ELISA. A imunofluorescéncia foi utilizada para as analises de expressao de
IDO-1 e CD1a nas formas clinicas na hanseniase. O espectrofotdmetro foi utlizado para a anélise
da concentracdo de NO (Oxido Nitrico) e atividade de Arginase-1 (Arg-1). A viabilidade de M.
Leprae foi realizada utilizando a técnica de RT-PCR. Para um estudo mais robusto,
paralelamente ao estimulo do M. leprae utilizamos as fracdes de membrana (MLMA) e soluvel
(MLSA). O estimulo com M. leprae foi capaz de aumentar a expressao da proteina IDO-1 e sua
atividade em mDCs. Entre os estimulos estudados, o MLMA induziu a produgéo de citocinas pro-
inflamatdrias em mDCs, enquanto que MLSA induziu a produgéo de citocinas anti-inflamatdrias.
A auséncia de TLR2 em culturas de mDCs levou a diminuicdo da atividade de IDO-1 induzida
por M. leprae e MLMA, mostrando o envolvimento de TLR2 na indug&o de IDO-1. O bloqueio do
TNF em mDCs estimuladas por M. leprae e suas fragfes levou a diminui¢cao da atividade de IDO-
1. Nossos dados demonstraram que a pré-incubacdo de mDCs com M. leprae induziu um
aumento na frequéncia de células T reg CD4*CD25*FoxP3* em culturas estimuladas com M.
leprae e MLSA quando comparadas com as culturas ndo estimuladas, o que foi revertido na
presenca do inibidor de IDO-1, o 1 metil triptofano (1-MT). Foram observadas diferencas
morfolégicas e fenotipicas entre as mDCs de pacientes paucibacilares e multibacilares, a
expressao e atividade de IDO-1 foi aumentada em pacientes multibacilares quando comparado
aos paucibacilares, e a concentracdo de NO e atividade de Arg-1 foi aumentada em pacientes
paucibacilares. Observou-se que os metabdlitos 3-HAA e QUIN afetavam a viabilidade das
mDCs, e também foi mostrado que IDO-1 e metabdlitos do triptofano sdo importantes para a
sobrevivéncia do bacilo. Além disso, esses metabdlitos modularam a producdo de CXCL-10, IL-
10 e TNF. Em conjunto, nossos dados mostram que IDO-1 e os metabdlitos do triptofano estédo
envolvidos na imunopatogénese da hanseniase, sendo capazes de mediar os mecanismos
tolerogénicos observados na forma multibacilar e ao mesmo tempo mediar 0s mecanismos
microbicidas observados na forma paucibacilar.
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Evaluation of the functional role of IDO-1 and its metabolites in the immunopathogenesis of leprosy
ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Jessica Araujo da Paix&o de Oliveira

Tryptophan metabolites and Indoleamine 2,3 Dioxygenase-1 (IDO-1) are involved in both
microbicidal and tolerogenic environments, and several studies by our group have shown that this
enzyme is differentially regulated in different clinical forms of leprosy. This study aimed to
investigate the role of IDO-1 and typtophan metabolites in the immunopathogenesis of leprosy.
For this, patients participating in the study were recruited at the Souza Araudjo Ambulatory (ASA)
of Fiocruz and the buffy coats were obtained from healthy donors by the hemotherapy service of
the Clementino Fraga Filho University Hospital of the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ),
monocytes were obtained from monocyte-derived mononuclear cells (PBMCs) by positive
selection. To differentiate mDCs, monocytes were stimulated with GM-CSF and IL-4 for 6 days.
The phenotype of these cells and the expression of IDO-1 were evaluated by flow cytometry. IDO-
1 activity was evaluated by HPLC and cytokine production in the supernatants was determined
by ELISA. Immunofluorescence was used to analyze the expression of IDO-1 and CD1a in clinical
forms of leprosy. The spectrophotometer was used to analyze the concentration of NO (Nitric
Oxide) and Arginase activity. The viability of M. Leprae was performed using the RT-PCR
technique. For a more robust study, in parallel with the stimulation of M. leprae, we used
membrane (MLMA) and soluble (MLSA) fractions. Stimulation with M. leprae was able to increase
the expression of the IDO-1 protein and its activity in mDCs. Among the stimuli studied, MLMA
induced the production of pro-inflammatory cytokines in mDCs, while MLSA induced the
production of anti-inflammatory cytokines. The absence of TLR2 in mDC cultures led to a
decrease in IDO-1 activity induced by M. leprae and MLMA, showing the involvement of TLR2 in
the induction of IDO-1. Blockade of TNF in mDCs stimulated by M. leprae and its fractions led to
a decrease in IDO-1 activity. Our data demonstrated that pre-incubation of mDCs with M. leprae
induced an increase in the frequency of CD4*CD25*FoxP3* reg T cells in cultures stimulated with
M. leprae and MLSA when compared to unstimulated cultures, which was reversed. in the
presence of the IDO-1 inhibitor, 1-methyl tryptophan (1-MT). Morphological and phenotypic
differences were observed between the mDCs of paucibacillary and multibacillary patients, the
expression and activity of IDO-1 was increased in multibacillary patients when compared to
paucibacillary patients, and the concentration of NO and Arg-1 activity was increased in
paucibacillary patients. The metabolites 3-HAA and QUIN were observed to affect the viability of
mDCs, and it was also shown that IDO-1 and tryptophan metabolites are important for the survival
of the bacillus. Furthermore, these metabolites modulate the production of CXCL-10, IL-10 and
TNF. Together, our data show that IDO-1 and tryptophan metabolites are involved in the
immunopathogenesis of leprosy, being able to mediate the tolerogenic mechanisms observed in
the multibacillary form and at the same time mediate the microbicidal mechanisms observed in
the paucibacillary form.



INDICE

RESUMO X
ABSTRACT Xl
1 INTRODUCAO 1
1.1 Hanseniase: aspectos histéricos e culturais .........cccceeeen... 1

1.2 Hanseniase: aspectos imunes e cliniCoOS ..........ooecvviviieenennn. 2

IR I B 1= To ] 0 1S3 (o] o 7

R I =T 0 ES] 1 0 1577 U S 9

1.5 TrataQmento ...cooooeoiiiiiiiiieece e e 11

1.6 Epidemiologia da Hanseniase .........ccccvveveieieiiiiniiiiiiieeeenn. 14

1.7 Biologia do DAcCilO ..........euviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 17

1.8 Aspectos gerais da interacdo M. leprae - célula hospedeira

e aimportancia das células dendriticas............ccceeeeeeeenennns 20

1.9 Papel de IDO e de seus metabdlitos: aspectos gerais e
importancia na hanseniase .........ccccccccvieeeeeniiniiiiiieeeennn 24

1.10 JUSTHITICALIVA tovvevieiiiiie e 31

2 OBJETIVOS 33
2.1 ODbjJetivo Geral......cccccceiiiiiiciee e 33

2.2 Objetivos ESPecifiCos ....coooviiviiiiiiiiieieeeieeee e 33

3 MATERIAL E METODOS 34
3.1 Biosseguraca e Permissao €tiCa ......cccceeeeeveeeiieeeiininiieneeeennn, 34

3.2 Obtencéo das buffy coats .........cccceviiiiiiii 37

3.3 Separacdo de células mononucleares do sangue periférico

3.4

3.5

3.6
3.7

(221173 TR 37
Obtencdo de mondcitos e células dendriticas derivadas de
MONOCITOS (MDCS)...ciiiiiiiiiie e 38
Estimulagdo das culturas de PBMCs, monadcitos e células
AeNAITTICAS ..oevviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 38
Obtencdo dos linfécitos autdlogosS.......cevvvvveviviviiiiiiiiiieeeee, 39
Co-cultura de mDCS com linfécitos autélogos e marcagao

celular avaliada por citometria de fluXo .......cccccceevvieeiiinnnnns 39

Xi



3.8 Ensaio IMunNoenNzimaAtiCO .....ouveneeeeeeeee e 40

3.9 Citometria Intracelular ..........ccccccuviiiiiiiiiiiiiiii, 40
3.10 Extracdo de RNA ... e 40
3.11 Quantificagdo de &cidoS NUCIEICOS ........uvvvvvrrvrrrrinininiiiiinnnns 41
3.12 Anédlise da integridade do RNA ... 41
3.13 Tratamento do RNA cOmM DNASE..........uvuumimiimiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 42
3.14 Sintese de CDNA ... ...t 42
3.15 Viabilidade do M. [€prae...........cccuuuiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 43
3.16 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC) .............. 43
3.17 IMUNOfIUOIESCENCIA. .. .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 44

3.18 Marcacéo celular com Anexina V e lodeto de Propideo ...44

3.19 Deteccdo de OXido NItFHCO ..c.eveveveieieeeeeeee e 45
3.20 Atividade de argiNase ..............eeeeeemimmmmmmmiiiiiiiiiiiiieiieninneneeanns 45
3.22 ANAlises EStatiStiCaAS .........uuuruururummminriiiiiiiiiiiiiiiiienniinnnnnnnnennes 45
4  RESULTADOS 46
4.1 M. leprae e MLMA aumentam a atividade de IDO-1 em
M D S e et aaee 46

4.2 TNF é importante nainducao da atividade da IDO-1 por M.
leprae e suas fractes em MDCS .........ouvviviiiiiiiiie e 48

4.3 TLR2 é importante para a inducao da atividade de IDO-1 em

4.4 M. leprae e suas fragdes influenciam o perfil tolerogénico dos

T O G0 S e e 56

45 Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes

UL D AT AT S ..o e et aeans 58

NI C S et e, 62
5 DISCUSSAO 72
6 CONCLUSAO 81

Xii



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 82

8 ANEXOS 97

Xiii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificacédo
de Ridley & Jopling, 1966.
Figura 2. Hanseniase tuberculdide.

Figura 3. Hanseniase lepromatosa.

Figura 4. M. leprae visto em globia e isolados.

Figura 5. Diagrama representativo das diferentes formas de M. leprae.
Figura 6. Esquema da Poliquimioterapia Unica — PQT-U.

Figura 7. Distribuicdo geografica dos novos casos de Hanseniase ao redor do
mundo.

Figura 8. Taxa de deteccao geral de casos novos de hanseniase por 100.000
habitantes segundo regiao de residéncia.

Figura 9. Taxa de deteccéo de novos casos de Hanseniase em funcéo da
unidade de federacéo e capital de residéncia.

Figura 10. Modelo esquematico do envelope celular de M. leprae.
Figura 11. Via da quinurenina no metabolismo do triptofano.

Figura 12. Visdo esquematica do papel central do IDO-1 nas respostas
imunes a infec¢Bes bacterianas.

Figura 13. Efeito neurotoxico e neuroprotetor dos metabdlitos do triptofano
(TRP).

Figura 14. Expresséo e atividade do IDO-1 em mDCs.

Figura 15. MLMA induziu um aumento na frequéncia de células IDO-1*TNF-
a’.

Figura 16. M. leprae e suas fragdes nao foram capazes de induzir um
aumento na frequéncia de células IDO-1* IL-10*.

Figura 17. Efeitos antagbnicos das fracdes de M. leprae na inducédo de
citocinas por mDCs.

Figura 18. Importancia do TNF na indug&o da atividade de IDO-1 em mDCs

estimuladas por M. leprae e suas fra¢des antigénicas.

Xiv

13

15

16

17

18

26

27

30

48

49

50

51

53



Figura 19. TLR2 é importante na indugéo da atividade do IDO-1 em mDCs.

Figura 20. M. leprae e MLSA induzem um aumento na expressao de células
Treg.

Figura 21. mDCs de pacientes multibacilares induzem um aumento da
expressdo de células CD1a*IDO-1*.

Figura 22. Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares.
Figura 23. Concentracao de NO aumentada em pacientes paucibacilares.

Figura 24. Atividade de Arg-1 aumentada em pacientes paucibacilares e
multibacilares.
Figura 25. 3-HAA e QUIN afetam a viabilidade das mDCs.

Figura 26. Metabdlitos do triptofano sdo importantes para a sobrevivéncia de
M. leprae.

Figura 27. Producao de CXCL-10 por mDCs infectadas ou ndo com M.
leprae.

Figura 28. Producéo de IL-10 por mDCs infectadas ou ndo com M. leprae.

Figura 29. Producédo de TNF por mDCs infectadas ou ndo com M. leprae.

XV

55

57

59

60

61

62

63

66

67

69

70



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Dados dos pacientes e voluntérios envolvidos no estudo. 34

Tabela 2. Estimulos utilizados nas culturas celulares. 38

XVi



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

1-MT - 1 Metil triptofano

3-HAA - do inglés, 3-hydroxyanthranilic acid

3-HAO - do inglés, 3-hydroxyanthranilate oxidase

3-HK - do inglés, 3-hydroxykynurenine

5-HTP - do inglés, 5-hydroxytryptophan

AA - do inglés, Anthranilic acid

AFMID - do ingés, Kynurenina formamidase

AG - Arabinogalactana

Ag+Ac - Antigeno+Anticorpo

AIDS - do inglés, Acquired immune deficiency syndrome
ANOVA - Andlise de Variancia

AP - do inglés, Picolinic acid

APC - do inglés, Antigen presenting cells

Arg-1 - Arginase-1

ASA - Ambulatério Souza Araujo

BAAR - Bacilo alcool-acido resistente

BB - Borderline borderline

BL - Borderline lepromatosa

BT - Borderline tuberculéide

cDNA - do iglés, Complementary deoxyribonucleic acid
CMV - Citomegalovirus

Conitec - Comissdo Nacional de Incorporacéo de Tecnologias no Sistema Unico
de Saude

DC SIGN - do ingles, Dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin
DCs - do inglés, Dendritic cells

DD - dendrocitos dermais

DNA - do iglés, Deoxyribonucleic acid

EDTA - do inglés, Ethylenediamine tetraacetic acid
ELISA - do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ENH - Eritema nodoso hanseniano

ERK - do inglés, Extracellular signal-regulated kinases

FITC - do inglés, Fluorescein isothiocyanate

XVii



FoxP3 - do inglés, Forkhead box protein P3

FoxO1 - do inglés, Forkhead box protein O1

GM-CSF- do inglés, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HBsAg - do inglés, Hepatitis B surface antigen

HCV - do inglés, Hepatitis C virus

HD - do inglés, Healthy donor

HIV - do inglés, Human immunodeficiency virus

HLA-DR - do inglés, Human leukocyte antigen DR

HPLC- do inglés, High performance liquid chromatography
IDO - Indoleamina 2, 3 dioxigenase

IFN-y - Interferon gama

IL- Interleucina

INOS - do inglés, Nitric oxide synthase

IRF3 - do inglés, Interferon regulatory factor 3

IOC - Instituto Oswaldo Cruz

JAK/STAT - do inglés, Janus kinase and Signal transducer activator of
transcription

KAT | ou KAT Il - do inglés, Kynurenine aminotransferase | or Il
KMO - do inglés, Kynurenina 3-monooxygenase

KYNA - do inglés, Kynurenic acid

KYNU - do inglés, Kynureninase

LAM - Lipoarabinomanana

LC - do inglés, Langerhans cells

LL - Lepromatoso

LM - Lipomanana

LPS - Lipopolissacarideo

ManLAM - do inglés, Mannose-capped lipoarabinomannan
mDCs - do inglés, Dendritic cells derived from monocytes

MEL - Melatonina

MHC - do inglés, Major histocompatibility complex

MIF - do inglés, Mean fluorescence intensity

MLMA - do inglés, Cell Membrane Fraction Mycobacterium leprae
MLSA - do inglés, Cytosol Fraction Mycobacterium leprae
MMPI - do inglés, Major membrane protein |

XViii



MMP-II - do inglés, Major membrane protein Il

MOI - do inglés, Multiplicity of infection

MOPS - do inglés, 3-(N- morpholino) - propanesulfonic acid
MRNA - do inglés, Messenger ribonucleic acid

NF-xB - do inglés, Factor nuclear kappa B

NIH - do ingles, National Institutes of Health

NMDA - N-metil D-Aspartato

NO - do ingles, Nitric oxide

OMS - Organizac¢do Mundial de Saude

PAMPs - do inglés, Pattern-associated molecular patterns
PB - Pacientes paucibacilares

PBMC - do inglés, Peripheral blood mononuclear cells
PBS - do inglés, Phosphate buffered saline

PCR - do inglés, Polymerase chain reaction

pDCs - do ingés, Plasmacytoid dendritic cells

PDIMs - do inglés, Phthiocerol dimycocerosates

PG - Peptideoglicana

PGL1 - do inglés, Phenolic glycolipid-1

PIMs - do inglés, Phosphatidyl-myo-inositol mannosides
PL - do ingés, Phospholipids

PQT - Poliguimioterapia

PQT-U - Poliquimioterapia Unica

Kyn — do inglés, kynurenine

QUIN - do inglés, Quinolinic acid

RNA - do inglés, Ribonucleic acid

ROS - do inglés, Reactive oxygen species

RPM - Rotagao por minuto

RR - Reacéo reversa

RT-PCR - do inglés, Real-time polymerase chain reaction
SFB - Soro fetal bovino

SNP - do inglés, Single nucleotide polymorphism

TCA - do inglés, Trichloroacetic acid

TGF-B - do inglés, Transforming growth factor beta

TLR - do inglés, Toll-like receptors

XiX



TMMs - do inglés, Trehalose monomycolate

TNF - do inglés, Tumor necrosis factor alpha
Tregs - do inglés, T regulatory cells

Tryp - do inglés, tryptophan

TT - Tuberculdide

WHO - do ingles, World Health Organization
XA - do inglés, Xanthurenic acid

Xg - Velocidade de sedimentacéo em unidade gravitacional

XX



1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase: aspectos historicos e culturais

A hanseniase é uma doenca infecciosa humana de curso crénico. A
doenca resulta da infeccdo por Mycobacterium leprae ou Mycobacterium
lepromatosis (Han & Silva, 2014) M. leprae € um parasito intracelular obrigatorio
que infecta predominantemente macréfagos, células endoteliais e células de
Schwann, sendo a Unica espécie de micobactéria capaz de infectar nervos
periféricos (Scollard et al., 2006). Mais recentemente foi descoberto que por esse
motivo ao longo do curso da infeccdo os pacientes podem desenvolver lesées
com falta de sensibilidade, deformidades e alto poder incapacitante, principal
responsavel pelo estigma e discriminacdo das pessoas acometidas pela doenca.
As sequelas podem ser por vezes permanentes, comprometendo a vida do
paciente e sua inser¢ao ou manutencao no mercado de trabalho (MS, 2002).

A palavra lepra teve origem em traducgfes biblicas do hebraico para o
grego. No entanto, em 1976, no Brasil, esse termo foi substituido por
hanseniase, em homenagem a Gerhard Hansen, que descreveu o patdgeno
causador da doenca (Trautman, 1984). Essa substituicéo foi devido a conotacéo
pejorativa do termo anterior, numa tentativa de amenizar o forte estigma social
remetido a palavra. Entretanto, somente em 1995, com a lei federal 1.010/95, foi
terminantemente proibida a utilizacdo do termo lepra no Brasil (Monot et al.,
2005).

A doenca € associada a um grande estigma social com registros que
datam de mais de dois mil anos. A hanseniase parece ter se originado na Africa
Oriental ou na india (Monot et al., 2005). Os primeiros registros escritos com
descrigdes clinicas geralmente aceitas como “lepra” datam de 600 a. C. A
doenca se espalhou com sucessivas migracdes humanas, e acredita-se que
exploradores europeus e o provavel comércio de escravos introduziram a
hanseniase na Africa Ocidental e nas Américas nos ultimos 500 anos (Bennett
et al., 2008).

De acordo com Bennett et al. (2008) desde os tempos antigos, existe uma
ligagdo entre a hanseniase e o pecado. Devido as potenciais deformidades

graves e desfiguracdo associadas a doencas nao tratadas, existe uma historia
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de medo, estigma e repulsa em relacao as vitimas ao longo do tempo e em todas
as culturas. Nessa época, os individuos que tinham a doenca eram excluidos
da sociedade ou enviados aos leprosarios, pois a doenca era vinculada a
personificacdo de forgcas malignas, ao pecado, castigo divino ou impureza. Por
medo de contagio, os enfermos eram proibidos de entrar em igrejas, tinham que
usar vestimentas especiais e carregar sinetas que alertassem sobre sua
presenca (Fiocruz, 2013).

No Brasil, os primeiros casos de hanseniase foram notificados na década
de 60, na cidade do Rio de Janeiro, onde, mais tarde, foi criado o primeiro
lazareto, local destinado a abrigar os doentes com “lepra”, que também
eram chamados na época de lazarentos ou doentes de Lazaro. (Andrade, 1996;
Eidt, 2004).

Pela falta de conhecimento especifico, a hanseniase era muitas vezes
confundida com outras doencas, principalmente doencas dermatoldgicas e
veneéreas, por isso o0 preconceito em relacéo ao seu portador; tendo em vista que
sua transmissao pressupunha um contato corporal, muitas vezes de natureza
sexual e, portanto, relacionado ao pecado (Andrade, 1996).

De acordo com Penna et al. (2011) a hanseniase figura entre as doencas
de notificacdo compulséria pela sua magnitude, incapacidades e deformidades.
A doenca apresenta vulnerabilidade pela inexisténcia de vacina especifica,
acometendo, sobretudo, adultos jovens, acarretando altos custos econdémicos,
tanto diretos, relacionados ao tratamento e a reabilitacdo, quanto indiretos, pela
perda de anos produtivos, além do estigma social ainda associado a doenca.

Mesmo com uma etiologia jA& bem descrita, ainda hoje existe uma
hostilidade legalizada pela qual passam os pacientes com hanseniase. Alguns
paises ainda possuem legislacdo que permite discriminacéo e segregacao dos
pacientes. Essas leis vao desde a retirada do paciente do convivio social até a

falta de oferta de tratamento pelo poder publico (Zamparoni, 2017).

1.2 Hanseniase: aspectos imunes e clinicos

Por apresentar um amplo espectro de manifestacdes clinicas,

imunologicas e histopatologicas, a compreensdo da hanseniase requer um



sistema de classificacdo. As classificagbes mais usadas no Brasil sdo as de
Madri (1953) e de Ridley e Jopling (1966).

Na Conferéncia de Madri em 1953, foi sugerida uma classificacdo que
dividiu a doenca em quatro formas clinicas. Dois grupos estaveis: tuberculdide e
lepromatoso (virchowiano) e dois grupos instaveis: indeterminado e borderline
(dimorfo) (Basombrio et al., 1953). A forma virchowiana recebeu esse nome
gracas ao noruegués Rudolf Virchow, que publicou uma obra conhecida até os
tempos atuais sobre a histéria da lepra, o que contribuiu para despertar o
interesse da ciéncia sob a hanseniase (Bechler, 2012).

A classificacdo de Ridley & Jopling (1966) identifica a doenca como
espectral, apresentando assim dois polos extremos, de um lado os pacientes
lepromatosos (LL) e de outro os pacientes tuberculéides (TT) (Figura 1). Essa
classificacdo permitiu uma melhor compreensdo dos aspectos da hanseniase,
baseada em aspectos clinico-evolutivos, imunoldgicos, baciloscépicos e
histopatolégicos. Além disso, suas subdivisbes possuem correlacdo direta com
0 numero de bacilos detectados nas lesfes, 0 qual € geralmente expresso como
uma escala logaritmica que varia de 0 a 6 de indice baciloscépico (IB).

As manifestacdes clinicas polares se apresentam com nitida dicotomia da
resposta imune Th1/Th2. No polo TT é caracterizado por uma resposta imune
celular Thl, com citocinas como IFN-y e IL-2, respostas de células T ao antigeno
de M. leprae, onde os individuos sdo resistentes, apresentando lesdes
localizadas, bem demarcadas e com poucos bacilos. Ja o polo LL a resposta é
do tipo humoral Th2, com citocinas como IL-4 e IL-10 e formacédo de complexo
de anticorpos, onde os individuos exibem uma forma disseminada da doenca,
apresentando muitos bacilos e multiplas les6es (Misch et al., 2001).

Apesar da caracterizacdo especifica nas formas polares da doenca, a
maioria dos pacientes se enquadram em uma forma intermediaria conhecida
como borderline, estd ainda é subdividida em borderline lepromatosa (BL),
borderline borderline (BB) e borderline tuberculdide (BT) (Scollard et al., 2006).
Nas formas borderlines, a resposta imune celular € mais intensa de acordo com

a proximidade aos polos (Lastoria & Abreu 2013).



Exposicéio ao M. leprae

Resisténcia natural ou Hanseniase
remocio assintomatica sintomatica

Polo tuberculédide Polo lepromatoso
Resposta imune Resposta imune
mediada por células humoral

Formagéo de granuloma
Poucos organismos

[ PN, TNF, IL-2, L6, IL-12

Macréfagos espumosos
Muitos organismos

Mediadores
inflamatérios

Reversa
e

IFN-y, TNF, IL-2,
IL-6, IL-12,IL-4, <
Mediadores |Imunidade et ) Polimorfonucleares
inflamatérios |mediada Complexos Ag-Ac
IFN-y, TNF, IL-1p, | por células Citocinas Thl e Th2 aumentadas
IL-2, 1IL-12 aumentada

Figura 1. Espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificacdo de Ridley &
Jopling, 1966. Cerca de 95% dos individuos expostos a M. leprae séo resistentes a infeccdo ou
a removem assintomaticamente. Cerca 5 % restantes irdo desenvolver a doenca em uma das
formas clinicas dependendo da capacidade da resposta imune mediada por células frente aos
antigenos de M. leprae. Nos pacientes PB, 0 hospedeiro apresenta uma boa resposta imune
celular a M. leprae, formando granulomas epitelidides e secretando citocinas pré-inflamatdrias,
combatendo eficientemente a infec¢do. Neste polo ha um pequeno nimero de bacilos presentes
e de lesdes. J& os pacientes do polo lepromatoso apresentam uma resposta imune humoral e
secrecao de citocinas anti-inflamatdrias. Neste polo ha intensa proliferacdo bacilar e multiplas
lesbes com a presenca de macréfagos espumosos cheios de bacilos no seu interior. Os
pacientes “borderline” apresentam caracteristicas intermediarias, se aproximando mais de um
polo ou outro de acordo com seu perfil de resposta imunoldgica a M. leprae. Durante o curso
clinico da doenga podem ocorrer os episédios reacionais, que sao responsaveis por grande
destruicdo de ramos nervosos e consequentes incapacidades. Ha dois tipos principais: a reacao
reversa (RR) ou reagao do tipo 1, que ocorre principalmente nas formas “borderline”, e o eritema
nodoso da hanseniase (ENH) ou reacdo do tipo 2, que ocorre principalmente no polo
lepromatoso.

Fonte: Adaptado de Misch et al., 2010.



Por conta das grandes dificuldades encontradas na classificacéo proposta
por Ridley e Jopling, esta classificacéo ficou restrita aos centros especializados
e trabalhos de pesquisa. Mediante a isso, a OMS criou uma classificagao mais
simples, conhecida como classificacdo operacional, utilizada em &reas
endémicas para o diagndstico e controle da doenca. Esta classificacdo consiste
em duas categorias: doenca paucibacilar (PB), que inclui as formas TT e BT, e
doenca multibacilar (MB), que inclui as formas LL e BL. Com rela¢do ao numero
de lesBes os PB apresentam até cinco lesGes cutaneas no total e os casos MB,
seis ou mais lesdes cutaneas (MS, 2010).

Os pacientes PB com alto grau de imunidade mediada por células e
hipersensibilidade tardia, apresentam uma lesdo Unica, bem delimitada com
hipopigmentacdo central e hipoestesia. As bidpsias granulomatosas revelam
inflamacéo e raros bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) nos tecidos (Figura
2). Em contrapartida, os pacientes MB nao apresentam resisténcia aparente a
M. leprae, esses pacientes apresentam numerosas lesbes mal demarcadas,
elevadas ou nodulares em todas as partes do corpo, cujas bidpsias revela
camadas de macrofagos espumosos nha derme contendo um grande numero de

bacilos e microcolénias chamadas globias (Figura 3) (Scollard et al., 2006).

Figura 2. Hanseniase tuberculéide. Lesao Gnica com bordas bem definidas e elevadas na

mao. Fonte: Talhari et al. 2015



Figura 3. Hanseniase lepromatosa. Infiltragcdo difusa da face com envolvimento bilateral dos

pavilhdes auriculares. Fonte: Talhari et al. 2015

Apesar de nao ter sido descrita por Ridley & Jopling, uma outra forma
clinica possivel no curso da hanseniase € a forma neural pura, que corresponde
ao desenvolvimento de neuropatia periférica na auséncia de lesdes cutaneas. A
confirmacédo de um diagndstico de neural pura requer identificacdo de M. leprae
em um fragmento de qualquer nervo sensitivo afetado (Pannikar et al., 1983).

Os pacientes podem ainda apresentar episédios reacionais, que séo
descritos como episddios agudos de inflamacédo associados a alteracbes da
resposta imune, que podem ocorrer durante o curso da doencga, antes, durante
ou, como na maioria dos casos, apos o tratamento (MS, 2002).

Existem dois tipos de episddios reacionais. A reacao reversa (RR), que
também é conhecida como a reac&o do tipo | e o Eritema nodoso lepromatoso
(ENL) ou reagéo do tipo Il. A RR é um episodio de autoreatividade dos linfocitos
T aos antigenos da micobactéria, resultado de uma inflamacgéo aguda da pele e
dos nervos periféricos, ocorrendo principalmente nos pacientes borderline
(Patnaik et al., 2015). A reacao do tipo Il se manifesta em pacientes do polo

lepromatoso. As lesdes de pele sdo normalmente eritematosas e nodulares.



Ainda se observam sintomas sistémicos, tais como febre, mal-estar, artralgia e

edema, comprometendo inimeros 6rgaos (Kamath et al., 2014).

1.3 Diagnéstico

O diagnéstico da hanseniase € realizado através do exame clinico,
quando se busca sinais dermatoneurolégicos da doenca. O roteiro de
diagndstico clinico constitui-se: i) historia clinica e epidemioldgica; ii) avaliagdo
dermatolégica (identificacdo de lesdes de pele com alteracdo de sensibilidade);
iii) avaliacdo neurolégica (identificacdo de neurites, incapacidades e
deformidades); iv) diagndstico dos estados reacionais; v) diagndstico diferencial;
e vi) classificacao do grau de incapacidade fisica (MS, 2002).

A baciloscopia € um exame complementar para o diagnéstico e deve ser
solicitado pelo médico da unidade béasica em caso de duvida na classificacédo
operacional, diagndstico diferencial com outras doencas dermatoneurolégicas ou
em casos suspeitos de recidiva. O exame baciloscopico de esfregacos cutaneos
apresenta baixa sensibilidade e alta especificidade, e ainda possui facil
execucao e baixo custo (MS, 2010). O exame é realizado através da contagem
de bacilos de M. leprae em microscépio Optico apds a coloracédo do esfregaco
pelo método de Ziehl-Nilsen) (MS, 2010b). No entanto, é valido ressaltar que
existem algumas varidveis possiveis de comprometer a confiabilidade do
resultado, como, por exemplo, a subjetividade da andlise, as variacbes na
coloracdo e no tamanho do bacilo, a qualidade éptica do microscopio e o
treinamento do profissional (Sampaio, 2008).

Os bacilos podem ser observados ao microscopio de forma isolada ou em
grupamentos denominados “globias”, presentes no interior de macroéfagos ou
das células de Schwann (Figura 4) (Hussain, 2007). Do ponto de vista
morfologico, M. leprae pode apresentar-se nas formas de bacilo integro,
fragmentado ou granuloso (Figura 5). Os bacilos fragmentados e os granulosos
sdo considerados inviaveis ou mortos e sédo frequentemente observados em

esfregaco de pacientes apds término do tratamento (MS, 2010b).



Figura 4. M. leprae visto em globia e isolados. (Ziehl- Neelsen 100x).
Fonte: MS, 2010b
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Figura 5. Diagrama representativo das diferentes formas de M. leprae.
Fonte: MS, 2010b

Embora raramente necessaria, devido as dificuldades operacionais, a
bidpsia cutanea, um exame histopatoldgico, devera ser feita por profissional
capacitado, sendo destinada a centros especializados e trabalhos de pesquisa.
Nesse caso, 0s bacilos presentes nas bidpsias podem ser detectados através da
coloracdo pelo método de Wade (Cocito & Delville, 1985).

O glicolipidio fendlico 1 (PGL-1) &€ um antigeno especifico de M. leprae e
constitui 2% da massa total bacteriana, podendo ser facilmente encontrado nos
tecidos infectados, sangue circulante e urina de pacientes multibacilares. A
deteccado do anticorpo anti-PGL-1 pode sugerir infeccéo por M. leprae (Hunter &
Brennan, 1981). Ensaios imunoenzimaticos visam a deteccao do antigeno PGL-

1 foram desenvolvidos, esses ensaios sdo capazes de indicar os titulos de



anticorpos da classe IgM anti-PGL-1, que sé&o indicativos de exposi¢cao M. leprae.
Apesar da deteccao de anticorpos anti-PGL-1 ndo ser utilizada como um teste
de diagndstico ela ele pode auxiliar neste processo junto com outros dados
clinicos. Além do ELISA deteccédo de anti-PGL-1 também pode ser realizada
através de testes de aglutinacdo com particulas de gelatina (MLPA), dipstick e
através do teste fluxo lateral (Buhrer-Sékula, 2008).

Além dos métodos descritos acima, os testes moleculares vém ganhando
uma maior atencdo atualmente, possibilitando maiores avangos nos estudos
diagnosticos em hanseniase. A técnica molecular baseada em RT-PCR (do
inglés, Real-time polymerase chain reaction) apresenta uma grande vantagem
pela sua alta sensibilidade e especificidade, sem a necessidade de cultura
bacteriana. Isso € muito importante para detec¢cdo de DNA do M. leprae, uma
vez que o bacilo ndo é cultivavel in vitro (Goulart et al., 2007). A identificacdo
molecular do M. leprae consiste na amplificacdo de regifes especificas do DNA
do bacilo, para isso, diferentes genes-alvo de M. leprae tém sido utilizados e
comparados, tais como o elemento repetitivo RLEP, Ag85B e o0 16S RNA
ribossomal (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2009; Martinez et al., 2011).

Recentemente, um novo teste diagndstico conhecido como “Kit NAT
Hanseniase” foi desenvolvido por pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) em parceria com o Instituto Carlos Chagas (Fiocruz Parana) e o
Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), e pode facilitar na deteccdo
precoce da doenca. Este método é baseado na técnica de RT-PCR, que permite
a deteccdo de marcadores especificos do material genético de M. leprae extraido
de biépsia de pele ou de nervos. O teste deve ser realizado por profissionais da
area de saude com conhecimento especifico em biologia molecular, em
laboratorios com infraestrutura adequada para realizacao de testes moleculares
e 0 mesmo obteve o registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)

recentemente (Fiocruz, 2021).

1.4 Transmissao

Existem vérias teorias sobre a forma de transmissdo da doenca, a mais
aceita € que a hanseniase é transmitida por meio de contato proximo de uma

pessoa suscetivel (com maior probabilidade de adoecer) com um doente com

9



hanseniase que ndo est4 sendo tratado. Para que essa transmissdo ocorra, €
necessario que haja contato direto e prolongado com o doente nao tratado
(Santos, Faria & Menezes, 2008).

A principal via de eliminag&o e infec¢édo do individuo pelo bacilo, séo as
vias aéreas superiores: mucosa nasal e orofaringe. Existe, também, a
possibilidade de um individuo doente e néo tratado eliminar bacilos por meio das
lesGes de pele podendo infectar individuos sadios que ndo estejam com a pele
integra (MS, 2010b).

O aparecimento da doenca e suas diferentes manifestacdes clinicas
dependem da resposta do sistema imunolégico do individuo, frente ao bacilo,
podendo ocorrer apds um longo periodo de incubacéo, em média de dois a sete
anos (MS, 2002).

Individuos PB apresentam uma resposta imunolégica melhor e abrigam
um pequeno numero de bacilos em seu organismo que é insuficiente para
infectar outras pessoas, ndo sendo considerados importantes fontes de
transmisséo da doenga, no entanto, individuos MB, devido sua elevada carga
bacilar sédo considerados fonte importante de infecgdo e manutencéo da cadeia
epidemioldgica da doenca (MS, 2010b).

M. leprae possui alta infectividade e baixa patogenicidade e isto pode ser
corroborado com o fato de que mais de 95 % dos individuos que habitam areas
endémicas sdo considerados resistentes a infeccdo pelo bacilo e nao
apresentam sintomas clinicamente detectaveis, 0 que sugere que a imunidade
do hospedeiro desempenha um papel importante na progressao e controle da
doenca. Pode-se dizer que (Godal et al., 1972).

Mesmo que a doenca atualmente se mantenha nos paises mais pobres e
nas populacdes menos favorecidas, ndo se sabe ao certo o peso de variaveis
como: moradia, estado nutricional, co-infeccdes, e infeccbes prévias por outras
micobactérias no processo dinamico do desenvolvimento da hanseniase (Van
Beers, De Wit & Klatser, 1996). O papel de fatores genéticos, bem como a
distribuicAo da doenca em conglomerados, familias ou comunidades com
antecedentes genéticos comuns, sugere uma importante contribuicdo do
componente genético na susceptibilidade a doenca (Cardoso et al., 2011).
Estudos recentes sugerem que varios genes envolvidos na diferenciacéo e

respostas Thl, Th2 e Th17 foram encontrados associados a hanseniase. (Mi et
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al., 2020). Desse modo, a interrup¢édo da transmissao da doenca pode estar
relacionada com fatores ambientais, sOcio-econdmicos, resposta imune e
predisposicdo genética de cada individuo, representando um grande desafio

para os programas de controle da doenca (MS, 2002).

1.5 Tratamento

O 6leo de chaulmoogra era utilizado como tratamento para os pacientes
com hanseniase nos leprosarios até a década de 40, esse 6leo é um
medicamento fitoterapico natural da india que era administrado através de
injecdes ou por via oral, e provavelmente os casos curados devido ao seu uso
regrediram para cura de forma espontanea (Opromolla, 1997). Mediante aos
avancos da industria farmacéutica e das pesquisas laboratoriais, no final da
década de 40 a primeira droga utilizada no tratamento da hanseniase foi a
sulfona (Opromolla, 1997). Entretanto, no fim da década de 70, foram relatados
varios casos de resisténcia medicamentosa e muitos paises apresentaram taxas
alarmantes de resisténcia secundéria a sulfona (Oliveira, Oliveira e Andrade,
1989). Em vista disso, intensificou-se o temor da perda de um dos medicamentos
mais importantes no tratamento da hanseniase. Conscientes disso, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), prop6s, em 1977, a associacdo de
medicamentos para o tratamento da doenca; e em 1981, apds avaliacdo de
especialistas, a poliquimioterapia (PQT) passou a ser adotada em seu
tratamento (Lombardi et al., 1998).

A PQT é constituida pelo conjunto dos seguintes medicamentos:
rifampicina, dapsona e clofazimina, que tém efeitos bactericidas e
bacteriostaticos. Esse esquema terapéutico tem sido fornecido pela OMS
gratuitamente a todos os paises endémicos desde 1995 (Noordeen, 2000).

No esquema multibacilar é utilizada uma combinacdo da rifampicina,
dapsona e de clofazimina, acondicionados numa cartela, no seguinte esquema.
Rifampicina: uma dose mensal de 600 mg (2 capsulas de 300 mg) com
administragdo supervisionada; clofazimina: uma dose mensal de 300 mg (3
capsulas de 100 mg) com administragdo supervisionada e uma dose diaria de
50mg auto-administrada; e dapsona: uma dose mensal de 100mg

supervisionada e uma dose diaria autoadministrada; duracao do tratamento: 12
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doses mensais supervisionadas de rifampicina; critério de alta: 12 doses
supervisionadas em até 18 meses (MS, 2002).

No antigo esquema, os pacientes PB eram tratados com uma combinacao
da rifampicina e dapsona, acondicionados numa cartela, no seguinte esquema:
Rifampicina: uma dose mensal de 600 mg (2 cpsulas de 300 mg) com
administracdo supervisionada; dapsona: uma dose mensal de 100mg
supervisionada e uma dose diaria autoadministrada.; duracédo do tratamento: 6
doses mensais supervisionadas de rifampicina; critério de alta: 6 doses
supervisionadas em até 9 meses (MS, 2002), entretanto, em 2018, a Comissao
Nacional de Incorporacéo de Tecnologias no Sistema Unico de Satde (Conitec),
por meio do Relatério de Recomendacdo N. 399/20182, recomendou ao
Ministério da Saude a ampliagcdo do uso do medicamento clofazimina para
tratamento da hanseniase paucibacilar no &mbito do SUS, o que significa dizer
gue os pacientes acometidos pela forma clinica paucibacilar também deverdo
ser tratados com poliquimioterapia composta por trés medicamentos (rifampicina
+ dapsona + clofazimina). A andlise da Comissao ateve-se apenas a composi¢ao
da associagdo medicamentosa, permanecendo, portanto, inalterado o tempo de
tratamento, sendo de seis meses (MS, 2021b).

As prescricbes para uso da associacdo rifampicina + dapsona +
clofazimina, passaram a figurar com a denominagao “Poliquimioterapia Unica —
PQT-U” (Figura 6), tanto para casos PB, quanto para MB, diferenciando apenas
em relacdo ao tempo de tratamento, para PB sdo 6 meses e para MB sao,

normalmente, 12 meses (MS, 2021b).
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Figura 6. Esquema da Poliquimioterapia Unica — PQT-U.
Fonte: MS, 2002

Apoés a administracdo do nimero de doses preconizadas pelo esquema
terapéutico, o paciente com hanseniase recebe a denominada alta por cura, e
regularidade ao tratamento, de forma que o paciente sai do registro ativo e nao
mais sera computado nos coeficientes de prevaléncia da doenca (MS, 2002).

O tratamento torna inviavel o bacilo, porém nao recupera nem reverte as
deformidades fisicas ja instaladas. Concomitante ao tratamento farmacoldgico,
medidas de avaliacdo e prevencdo das incapacidades fisicas e atividades de
educacao para a saude, incluindo o autocuidado, devem ser desenvolvidas (Eidt,
2004).

No caso das reacdes, o tratamento € especifico para cada tipo de episédio
reacional, mas o tratamento poliquimioterapico ndo deve ser interrompido neste
periodo. Na reacdo do tipo 1, o tratamento é realizado com corticosteroide,
geralmente prednisona. J& na reagdo do tipo 2, tem-se a talidomida, porém
alguns critérios precisam ser levados em conta por conta dos seus efeitos
colaterais, como € o caso das gestantes. Devido a esses efeitos, em paises a
talidomida é proibida o tratamento da reacéo é realizado com prednisona (Naafs,
1998; Ito & Handa, 2012).
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O objetivo das estratégias globais de hanseniase publicadas pela OMS é
reduzir a carga da doenca em todo o mundo. A deteccao precoce e o tratamento
imediato com a PQT s&o os principios basicos do controle da hanseniase. Em
suma, as estratégias se concentram em diminuir a cadeia de transmisséo e
deteccao ativa de novos casos da doenca. As recomendacdes incluem equidade
e justica social, enfatizando a inclusdo de pessoas afetadas pela hanseniase,

reduzindo o estigma e a discriminacgao dos individuos (WHO, 2021).

1.6 Epidemiologia da Hanseniase

Em 2020, foram reportados a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
127.396 casos novos da doenca no mundo. Desses, 19.195 (15,1%) ocorreram
na regido das Américas e 17.979 foram notificados no Brasil, o que corresponde
a 93,6% do numero de casos novos das Américas. Brasil, india e Indonésia
reportaram mais de 10.000 casos novos, correspondendo a 74% dos casos
novos detectados no ano de 2020 (WHO, 2021). Nesse contexto, o Brasil ocupa
0 segundo lugar entre 0s paises com maior nimero de casos no mundo, atras
apenas da india (Brasil, 2022).

Dados atuais sobre a distribuicdo geografica dos novos casos de
hanseniase em 2020 estdo apresentados na Figura 7. Pode-se observar que a
maioria dos paises com altas taxas de deteccdo de novos casos concentra-se
na Africa, Sudeste Asiatico e no Brasil. Dos 127 paises que notificaram em 2020,
31 notificaram O novos casos, 31 notificaram 1-10, 16 notificaram 11-100 e 34
notificaram 101-1000 novos casos (WHO, 2021).
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Figura 7. Distribuicdo geografica dos novos casos de Hanseniase ao redor do mundo. O
Brasil e a India sdo os paises que apresentam as maiores taxas de detec¢do de novos casos.
Fonte: WHO, 2021.

A detecgdo da hanseniase em criancas € um indicador da transmisséo
ativa da infec¢cdo na comunidade, importante sinalizador para o0 monitoramento
da endemia (MS, 2020). Os dados sobre casos infantis foram fornecidos por 124
paises, dos quais 62 notificaram novos casos. No ano de 2020 foram detectados
8629 casos novos em criangas, 0 que corresponde a 6,8% do total de casos
novos (WHO, 2021). No periodo de 2011 a 2020, foram diagnosticados no Brasil
19.101 casos novos de hanseniase em menores de 15 anos. Em relacdo a taxa
de deteccdo de casos novos nessa populacdo, o pais apresentou uma reducao
de 61,9%, passando de 5,22 em 2011 para 1,99 em 2020, com mudanc¢a do
pardmetro muito alto para médio (Brasil, 2022).

No Brasil, entre os anos de 2011 a 2020 foram diagnosticados 284.723
casos novos de hanseniase. A taxa de deteccdo geral de casos novos, nesse
periodo, apresentou uma reducao de 51,9%, passando de 17,65 em 2011 para
8,49 casos por 100.000 habitantes em 2020. O parametro de endemicidade do
pais mudou de alto para médio. Essa mudanca de paréametro também foi
observada em 16 Unidades da Federacdo (UF) no ano de 2020. Todas as
regides apresentaram reducao na taxa de deteccdo geral de casos novos de
hanseniase entre 2011 a 2020 (Figura 8) (Brasil, 2022).
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Figura 8. Taxa de deteccao geral de casos novos de hanseniase por 100.000 habitantes
segundo regido de residéncia. Fonte: Brasil, 2022 (Sinan).

Em 2020, o Mato Grosso foi a UF que que apresentou a maior taxa de
deteccdo geral, 71,44 casos novos por 100.000 habitantes; sua capital, Cuiabg,
registrou a taxa de 29,78 casos por 100.000 habitantes. O Tocantins ocupou a
segunda posicao entre as UF, com 53,95 casos novos por 100.000 habitantes,
e sua capital, Palmas, registrou uma taxa de 118,51 casos por 100.000
habitantes, a maior entre as capitais do pais. As UF do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, assim como suas capitais, apresentam baixa endemicidade
(Figura 9).
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Figura 9. Taxa de deteccado de novos casos de Hanseniase em fun¢do da unidade de
federacao e capital de residéncia. Nimero de casos novos por 100 mil habitantes. Fonte:
Brasil, 2022 (Sinan).

Em funcgéo do grande impacto da pandemia de COVID-19, esses dados
precisam ser avaliados com cautela nos Sistemas de Saude. Embora se observe
uma diminuicdo dos casos de hanseniase ao longo dos anos, a reducao mais
acentuada nos ultimos dois anos pode estar relacionada a menor detecdo de
casos ocasionada pela pandemia de covid-19 (Brasil, 2022).

1.7 Biologia do bacilo

M. leprae foi identificado em 1873, na Noruega, por Gerhard Henrik
Armauer Hansen. Pertence a familia Mycobacteriacea da ordem
Actinomycetales. E um parasito intracelular obrigatério que infecta
preferencialmente células de Schwann, macréfagos e o endotélio vascular,
sendo a Unica espécie de micobactéria capaz de infectar o nervo periférico
(Scollard et al., 2006).

Apresenta-se como um bacilo reto ou levemente curvado, variando de 1

a 8 ym de comprimento e 0,2 a 0, 5 uym de didmetro. Assim como outras
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micobactérias, é considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), pois se
cora em vermelho pela fucsina e é resistente a descoloracéo pela lavagem com
solucéo alcool-acida (Ress, 1985).

O bacilo é imével, divide-se por biparticdo, ndo forma esporos, e o tempo
de geracao varia, em média, de 12 a 14 dias, o mais longo j& relatado entre as
bactérias. A temperatura ideal para o crescimento de M. leprae é entre 27 e 33°
C, o0 que pode explicar a sua predilecéo por areas superficiais do corpo como a
pele e nervos periféricos (Shepard, 1965).

O envelope do bacilo é constituido por trés compartimentos: membrana
plasmatica, parede celular e a capsula e constitui 40% do peso seco da bactéria
e, como para todos os membros do género Mycobacterium, contém lipideos,
glicolipideos, proteinas e porinas. A membrana plasmatica é uma bicamada
assimétrica composta principalmente de fosfolipideos e proteinas. O
lipoarabinomannan (LAM), componente de M. leprae, encontra-se ancorado a
membrana plasmatica via fosfatidilinositol. A parede celular consiste de
peptideoglicana covalentemente ligada a arabinogalactana, que por sua vez se
liga aos &cidos micdlicos (Figura 10) (Vissa & Brennan, 2001).

Parede
Celular

Folheto exterior
da bicamada

"

Zona elétron-
transparente

-

LAM
Parede =
Celular Arabinana
Zona elétron-
densa

Galactana

L Peptideoglicanos

Wr—r

Membrana
Plasmatica

Figura 10. Modelo esquematico do envelope celular de M. leprae. M. leprae apresenta uma

parede celular sobreposta a membrana plasmatica. Esta parede é constituida por uma regiao
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eletrondensa, composta por peptideoglicana, galactana, arabinomana, lipomanana,
lipoarabinomana, uma regido eletrontransparente, constituida por arabinogalactana ligada a
micolatos, lipomanana, lipoarabinomanana, e uma cépsula formada por fosfatidilinositol
manosideos, glicolipideo fendlico 1, fosfolipideos, monomicolato de trealose e ftiocerol
dimicocerosato. Abreviaturas: LM, lipomanana; LAM, lipoarabinomanana; PL, fosfolipideo; TMM,
monomicolato de trealose; PIMs, fosfatidilinositol manosideos; PGL-1; PDIM, ftiocerol
dimicocerosato.

Fonte: Adaptado de Vissa & Brennan, 2001.

O parasito apresenta uma densa capsula de lipideos, externa a parede
celular, rica em PDIM, no glicolipideo ligado a residuos de manosil-fosfatidil-mio-
inositol (PIM) e em PGL-1, uma molécula exclusiva do M. leprae composta por
um trissacarideo, ligado a um grupamento fendlico e este a um core lipidico de
fitiocerol esterificado por duas moléculas de &cido micocerossidicos. Esta
capsula vem sendo relacionada a resisténcia a radicais livres, permitindo a
sobrevivéncia intracelular da micobactéria e limitando a penetracdo de drogas
antimicrobianas (Hunter et al., 1982).

Ao longo dos anos, os antigenos derivados de M. leprae cultivados em
tatu ou de proteinas recombinantes tém sido utilizados como reagentes
diagndsticos por diversos grupos de pesquisa em ensaios sorologicos. Tanto 0s
lipidios da parede celular quanto as proteinas citosoélicas tém sido estudados por
sua utilidade no sorodiagnéstico (Kumar et al., 2010). Descobriu-se que essas
proteinas estdo envolvidas em varias vias metabdlicas, revelando a
complexidade do envelope da célula micobacteriana (Marques et al., 2008).

As proteinas presentes na fracgdo MLMA (do inglés, Cell Membrane
Fraction Mycobacterium leprae) foram separadas por gel de eletroforese
bidimensional (2-DE) e identificadas por espectrometria de massa. Dessas
proteinas, 16 eram novas, ou seja, ainda nao haviam sido relatadas
anteriormente. Foram identificadas, proteinas de membrana associada ao
metabolismo de lipidico e respiragéo, além das MMP-I e MMP-II (do inglés, Major
membrane protein | and 1) que séo proteinas caracteristicas de membrana
(Marques et al., 2004).

Um outro estudo examinou as respostas sorologicas a proteinas
recombinantes, bem como a antigenos de glicolipidios e carboidratos para

determinar se eles sé@o preditivos da posicdo de um paciente no espectro da
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Hanseniase. No geral, as respostas a ML2028 (Ag85B) e ML2038
(bacterioferritina) foram consistentemente altas nos em pacientes MB e PB, e
fracas ou ausentes nos controles endémicos, enquanto as respostas a outros
antigenos mostraram variabilidade consideravel. A fracdo MLSA (do inglés,
Cytosol Fraction Mycobacterium leprae) foi utilizada para examinar respostas
ativas a anticorpos e a LAM. Pacientes MB geralmente apresentaram respostas
de anticorpos muito altas para LAM (Spencer et al., 2011).

Jéa foi demonstrada que tanto o lisado total quanto os antigenos de MLSA
foram capazes de inibir a fosforilacdo de ERK %2 e p38 MAPK, levando a
diminuicdo da expressdo de CD25 e CD69, marcadores de ativagao inicial de
linfécitos, e consequentemente a inibicdo da ativacao de células T in vitro (Dagur
et al., 2010).

No atual diagnéstico de Hanseniase € necessario avaliagbes
dermatoldgicas e clinicas, o que dificulta sua rapidez. Assim, novos testes
sorologicos baseados em antigeno proteico e ou combinacdes antigénicas sédo
requeridos. Resultados mostram que imunoblot da fragdo MLSA apresenta uma
maior ativacdo soroldgica aos anticorpos 1gG, quando comparado as fracdes
MLMA e MLCwA (do inglés, M. leprae total cell wall antigen), enquanto que a
fracdo MLMA tém maior niumero de antigenos para ativar IgA e IgM. Esses
resultados sugerem que futuramente peptideos poderao ser utilizados baseados
em combinacado sinérgica para teste sorodiagnéstico da Hanseniase (Kumar et
al., 2014).

Embora os testes para anticorpos IgM anti-PGL-I tenham sido favoraveis
para certas aplicacdes no diagndstico da Hanseniase, a maioria ndo € adequada
para aplicacdo epidemioldgica (Lobato et al., 2011). No entanto, os dois novos
antigenos, MLCwA e MLSA-LAM, um antigeno soltuvel do M. leprae sem
lipoglicanos micobacterianos, principalmente lipoarabinomanana, mostraram-se
promissores em estudos de hipersensibilidade tardia DTH (do inglés, Delayed-
type hypersensitivity) (Rivoire et al., 2014).

1.8 Aspectos gerais da interacdo M. leprae - célula hospedeira e a

importancia das células dendriticas
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Na hanseniase a resposta inata é mediada principalmente por
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (DCs). Essa resposta inicial €
eficiente para detectar caracteristicas dos agentes patogénicos através de
estruturas conhecidas como PAMPs (do inglés, Pattern-associated molecular
patterns) porém, os PAMPs ndo sdo exclusivos de patdgenos (lwasaki &
Medzhitov, 2010). Em contrapartida, a resposta adaptativa € mediada pelos
linfécitos T e B que utilizam receptores de antigeno altamente especificos
(lwasaki & Medzhitov, 2015). Sabe-se que ap0ls a ativagdo, as células T CD4
naive podem se diferenciar em vérias subpopula¢gdes, como: Thl, Th2, Th9,
Th1l7 e Linfocitos T reguladores Treg (do inglés, T regulatory cells), que
participam de diferentes tipos de respostas imunes, em funcdo da natureza do
patégeno (Zhu & Paul, 2010).

A localizacao do bacilo constitui um dos principais mecanismos de escape
do sistema imune (Frehel & Rastogi 1987). A bactéria se protege da imunidade
humoral dentro de uma célula hospedeira, nos macrofagos acredita-se que o
bacilo iniba com sucesso a fusao do fagossoma com o lisossomo, evitando sua
digestao pelas enzimas lisossomais (Montoya & Modlin 2010). A fagocitose de
micobactérias ocorre através de receptores de manose, receptores de lectina do
tipo C, como o CD209, receptores do complemento 1, 3 e 4 e receptores
“scavenger”, como o0 CD163 (Maeda et al., 2003; Moura et al., 2012). A formagéo
do fagolisossomo € essencial para liberacdo das enzimas digestivas, bem como
as espécies reativas de oxigénio ROS (do inglés, Reactive oxygen species) e
nitrogénio NO (do ingles, Nitric oxide), e sua inibicdo contribui para a
sobrevivéncia do bacilo no meio intracelular onde o bacilo passa a se multiplicar
(Maeda et al., 2003).

Assim como os macroéfagos, as DCs atuam na primeira linha de defesa do
sistema imune a entrarem em contato com M. leprae (Modlin et al., 1984). As
DCs se origenam na medula 0ssea e migram para tecidos como pele, figado e
intestino, e vao realizar um papel de vigilancia imunologica. O reconhecimento e
internalizacdo de antigenos oriundos de patégenos pelas DCs ainda imaturas
(iDCs) induz sua migracdo e maturacao tornando-as aptas para a apresentacao
de antigenos para linfocitos através dos complexos de histocompatibilidade MHC
| e MHC Il (do inglés, Major histocompatibility complex) definido como HLA
(Human Leucocyte Antigen) nos humanos (Sieling et al., 1999). De acordo com
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o perfil de expressdo de moléculas co-estimulatdrias e citocinas produzidas
pelas DCs diferentes tipos de resposta imune podem ser ativados (Kalinski et al.,
1999).

A resposta inata € importante na definicdo do curso da infeccdo da
hanseniase. Os bacilos sdo reconhecidos por varios receptores imunes inatos,
incluindo receptores da familia Toll TLR (do inglés, Toll-like receptors). O bacilo
€ reconhecido predominantemente pelo heterodimero TLR2/1 expresso ha
membrana de células imunes como macrofagos e DCs. Esse reconhecimento
leva a ativacdo de vias celulares para iniciar a morte de M. leprae (Krutzik et al.,
2003). Ja foi demonstrado que os receptores TLR1 e TLR2 s&o mais expressos
em lesdes de pacientes PB em comparacdo com lesdes de MB. Além dessas
células, ja foi observado que as células de Schwann também podem expressar
TLR2 e sua ativacdo contribui para o dano neurolégico na Hanseniase (Oliveira
et al., 2003).

As DCs sdo caracterizadas em subpopulacdes e esta classificacao refere-
se a funcéo, localizacao e expressao de moléculas em sua superficie. As Células
de Langerhans (LCs) séo descritas como residentes da epiderme e expressam
moléculas apresentadoras de lipideos CDla e CD207 (Langerina) e sdo mais
abundantes em lesdes tuberculoides (Hirai et al., 2016). O aumento no nimero
de LCs foi observado nos dois tipos reacdes da hanseniase (Mi et al., 2020).

Outra subpopulacdo de DCs sdo conhecidas como células dendriticas
plasmocitoides (pDCs) que expressam CD123 e dendrdcitos dermais (DDs) em
sua superficie e sdo especializadas na producéao de interferon tipo 1. Semelhante
as LCs, sdo mais encontradas em lesdes de PB em comparacao com lesdes de
MB (Hirai et al., 2016). Pode-se dizer que a atuacao das pDCs podem contribuir
com a predominante resposta imune celular encontrada no polo de resisténcia a
doenca devido ao seu papel de captura e apresentacdo antigénica nos
linfonodos regionais bem como ativacdo dos linfocitos (Mi et al., 2020).

Macrofagos e alguns subgrupos de DCs expressam em sua superficie um
receptor de lectina do tipo C chamado DC-SIGN (do ingles, Dendritic cell-specific
ICAM-grabbing non-integrin) que funciona como receptor de entrada para
patégenos, e ao contrario do que foi visto para as outras subpopula¢des LCs e
pDCs, a sua deteccao foi maior nas lesdes de pacientes MB (Krutzik et al., 2005).
Além disso, as DCs que expressam DC-SIGN mostraram funcdes
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imunossupressoras relacionadas a secrecao da IL-10. Contudo, sabendo que a
resposta imune adaptativa se desenvolve em resposta ao estimulo dado
primeiramente pelas APCs (do inglés, Antigen presenting cells), o conjunto de
moléculas expressas bem como citocinas que sao secretadas nesse
microambiente de ativagcdo €é determinante na resposta imunolégica da
Hanseniase (Kumar et al., 2013).

Um subgrupo de DCs chamadas de mDCs (do inglés, Dendritic cells
derived from monocytes) de individuos saudaveis e pacientes com hanseniase
apresentaram aumento na expressao de moléculas coestimulatérias como
CD40, CD80, CD86 e HLADR quando estimuladas com antigeno sonicado do M.
leprae, independente da forma clinica. Entretanto, ndo foi observada a
expressdo do marcador mais importante de maturacao de DCs, a molécula CD83
(Braga et al., 2015). Somado a isso, pacientes MB produziram niveis baixos de
IL-12p70, a forma bioativa da IL-12, o pode estar diretamente relacionado com a
incapacidade destes individuos em produzirem uma resposta Thl eficiente
contra o bacilo (Braga et al., 2015).

A polarizacao de células T € induzida pelo reconhecimento e resposta aos
bacilos e a producao de citocinas pelas DCs que regulam a inflamacéao local. As
DCs de pacientes com a forma tuberculdide da hanseniase, assim como seus
macréfagos ativados, sédo capazes de produzir citocinas pro-inflamatérias, como
IL-12, que estimulam uma resposta imune do tipo Thl. Porém as DCs de
pacientes com a forma lepromatosa da doenca produzem IL-4 e IL-10,
polarizando a resposta para um perfil Th2 (Maeda et al., 2003).

Os linfécitos T reguladores (Treg) se enquadram em uma populacdo
heterogénea que modula as respostas imunes promovendo a tolerancia
periférica contra antigenos proprios e evitando a exacerbacdo de respostas
contra patdégenos, mas pode suprimir respostas efetivas contra agentes
infecciosos, facilitando sua permanéncia no hospedeiro (Boer, Joosten, &
Ottenhoff, 2015). Os Tregs caracterizam-se pela producdo de IL-10 e TGF-j3,
além da expressédo do fator de transcricdo FoxP3 (do inglés, Forkhead box
protein P3) (Sehrawat & Rouse, 2011). A ocorréncia de células supressoras
antigeno especificas na hanseniase € descrita ha muito tempo, e parece estar
associada com a forma disseminada da doenca representada pelos pacientes
MB (De Souza Sales et al., 2011; Palermo et al., 2012).
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Outra populacgéo de linfocitos descrita € a Th17, essas células produzem
uma citocina chave desse perfil, a IL-17A, que estimula a expressdo de
mediadores inflamatérios em macréfagos e células endoteliais. As Thl7
diferenciam-se por influéncia de TGF-f3, IL-6, IL-1B e IL-23 e tem como fator de
transcricdo RORYyt (do inglés, Retinoic acid-related orphan receptor gamma t)
(Volpe et al., 2008). Essas células apresentam papel importante na defesa contra
patdgenos, em especial has mucosas, além de participar de processos auto-
imunes (Muranski & Restifo, 2013). Dados recentes da literatura mostram que
uma combinacdo de respostas Th1l/Thl7 podem exercer um efeito protetor
durante a infeccéo pelo bacilo (Santos et al., 2017). Os niveis de 1l-17 estédo
diminuidos em pacientes com hanseniase, principalmente em MB (Attia et al.,
2014; De Almeida-Neto et al., 2014), entretanto ja foi observado niveis elevados
dessa citocina em ENH (Matrtiniuk et al., 2012), o que sugere um papel da IL-17

na resposta contra M. leprae.

1.9 Papel de IDO e de seus metabdlitos: aspectos gerais e importancia na

hanseniase

Desde a década de 70 acredita-se que a primeira etapa da via da
quinurenina é realizada por qualquer uma das duas enzimas: Indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) e Triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) dependendo do tipo de
célula e tecido (Ball et al., 2009). Essas enzimas executam a primeira etapa do
catabolismo do triptofano (Tryp), um aminoacido essencial para mamiferos,
como a maioria dos microrganismos depende desse aminoacido para sua
sobrevivéncia, sua degradacao por células do sistema imune inato foi apontada
como um importante mecanismo microbicida (Mello & Munn, 2004). Sabe-se que
a enzima IDO apresenta duas isoformas, IDO-1 e IDO-2. A IDOL é caracterizada
pelo seu papel imunomodulador e neuroativo bem conhecidos, enquanto a IDO-
2 é expressa constitutivamente no figado, cérebro e tiredide e, ao contrario da
IDO-1, foi descoberta mais recentemente (Ball et al., 2007).

Vérios tipos de células, como macrofagos, células epiteliais e DCs
produzem a enzima IDO-1, cuja expressao pode ser induzida por citocinas pré-
inflamatorias, principalmente o IFN-y, através de ligantes TLRs, como

lipopolissacarideos (LPS) e interagbes entre células imunes através de
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moléculas co-estimuladoras, como CD80 e CD86. Sabe-se que a enzima IDO-1
pode afetar a imunidade através de dois mecanismos nao exclusivos: 1) pelo
estabelecimento de uma resposta local com privacdo de aminoacidos que inibe
a proliferagé@o celular e patogénica; 2) através da producdo de metabolitos das
quinureninas, que apresentam fungdes imunomoduladoras ou citotdxicas (De
Araujo et al., 2017).

O primeiro passo da degradacdo de Tryp é a sua conversdao em N-
formilquinurenina via a enzima IDO-1. A N-formilquinurenina é inicialmente
convertida em quinurenina, dando o nome a essa via metabdlica. Em seguida,
pela acdo da enzima KMO (do inglés, Kynurenina 3-monooxygenase) €
convertida a 3-HK (do inglés, 3-hydroxykynurenine). Ambas, quinurenina e 3-HK
podem ser oxidadas pela enzima quinureninase a AA (do inglés, Anthranilic acid)
ou a 3-HAA (do inglés, 3-hydroxyanthranilic acid), respectivamente. Estes
metabdlitos podem também ser convertidos pelas enzimas KAT | ou KAT Il (do
inglés, Kynurenine aminotransferase | or 1) a KYNA (do inglés, Kynurenic acid)
ou XA (do inglés, Xanthurenic acid), respectivamente. O metabdlito 3-HAA, por
sua vez, pode ser oxidado pela enzima 3-HAO (do inglés, 3-hydroxyanthranilate
oxidase) a QUIN (do inglés, Quinolinic acid), enquanto que outra enzima é capaz
de metabolizar 2-aminomucéanico 6-seminaldeido a AP (do inglés, Picolinic acid)
(Figura 11) (Hu et al., 2017).
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Figura 11. Via da quinurenina no metabolismo do triptofano.
Fonte: Adaptado de Schwarcz et al., 2012

A enzima IDO-1, inicialmente foi descrita como um mecanismo bactericida
ou ligada a imunossupressao de células T e tolerancia. Entretanto, nos ultimos
anos, tém-se acumulado evidéncias de que esta enzima também desempenha
um papel importante durante infec¢des virais (HIV, influenza e hepatites),
infeccdes por protozoarios (Toxoplasma gondii) e bacterianas (Mycobacterium
tuberculosis) (Schmidt & Schultze, 2014; Clement et al., 2017; Sasai et al., 2018).
Em infec¢des bacterianas ja foi demonstrado que o aumento da atividade de

IDO-1 induz uma potente restricdo do crescimento bacteriano, além da inducéo
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de ROS e NOS, a atividade de IDO-1 auxilia na degradacéo de Tryp, contribuindo
para o starvation (privacdo de nutrientes) nas bactérias auxotroficas (Schmidt &
Schultze, 2014). Um outro efeito bactericida relacionado a ativacdo da enzima
IDO-1 é a producdo de metabolitos toxicos de quinurenina. O recrutamento de
células Treg e niveis crescentes de radicais livres podem ajudar com feedback
negativo para encerrar as respostas inflamatérias (Figura 12) (Schmidt &
Schultze, 2014).

IFNyRy 7 4
|
\ ;’/ FeSO, \ -

Producdo de 3-HK e AP

Restrigdo de crescimento " o
< Comprometimento do trafico intracelular

Esnecificdadeidomtssng Baixa atividade transcricional

Baixa infectividade

Figura 12. Visdo esquematica do papel central do IDO-1 nas respostas imunes a infec¢ces
bacterianas.
Fonte: Adaptado de Schmidt & Schultze, 2014

Dados da literatura jA mostraram um aumento de células IDO-1* em
lesBes de pele de pacientes MB, além disso, ja foi observado que ha um aumento
significativo da atividade de IDO-1 nos soros de pacientes MB quando
comparados a pacientes PB e voluntarios sadios (De Souza Sales et al., 2011).

Outros estudos demonstraram que M. leprae induz um aumento da

expressdo génica e protéica de IDO-1 em mondcitos humanos por um
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mecanismo dependente de IL-10. De acordo com esse trabalho, nas lesdes
lepromatosas também foi observado um aumento de CD163. Foi demonstrado
que o CD163 tem um papel duplo na célula, aumentando o0s estoques
intracelulares de ferro, o que é benéfico ao bacilo e, funcionando como um co-
receptor para a entrada do bacilo na célula. Esses dados sugeriram um papel
tolerogénico de IDO-1 na imunopatogénese da hanseniase (Moura et al., 2012).
No entanto, um trabalho mais recente demonstrou um aumento de IDO-1,
dependente de IFN-y, em células de lesdo de pele de pacientes MB que
desenvolveram reacdo reversa (Andrade et al., 2015). Juntos esses dados
sugerem que a IDO-1 pode apresentar efeitos antagbnicos na patogenia da
doenca.

Os estudos sobre atividades imunoreguladoras em relacdo aos
metabdlitos da via de quinureninas ainda sdo escassos. Sabe-se que o Tryp é
metabolizado ao longo da via das quinureninas podendo produzir AP ou QUIN,
mas apenas o AP é capaz de inibir o crescimento de M. tuberculosis em culturas
de DCs in vitro, em contraste, macréfagos infectados com micobactérias
patogénicas produziram QUIN, em vez de AP, o que n&o reduz o crescimento de
M. tuberculosis (Blumenthal et al., 2012). A administracdo de 3-HAA demonstrou
diminuir a inflamacé&o induzida por células Th17 e proteger camundongos contra
encefalite autoimune (Platten et al., 2005). Outros dados mostraram que o 3-
HAA tem propriedades imunoreguladoras e pode inibir células Thl e Th2 e
aumentar a porcentagem de Tregs (Hayashi et al., 2007). Além disso, o
tratamento de DCs com 3-HAA diminuiu a capacidade dessas células de
estimular a ativacdo e diferenciacdo de células T in vitro e in vivo, além da
diminuicdo das moléculas co-estimulatérias CD40, CD80, CD86 (Lee et al.,
2013). 3-HAA e 3-HK foram capazes de inibir a proliferacdo de células T, induz
o desenvolvimento de células Treg e prolonga a sobrevivéncia do aloenxerto de
cornea.

Propriedades neuroativas vém sendo atribuidas aos metabdlitos da via
das quinureninas. Uma vez no cérebro, a quinurenina € absorvida pelas células
da glia, onde sua metabolizagéo € iniciada. Ao longo da via, os metabdlitos como
acido 3-HK e QUIN séo reconhecidos por seus efeitos neurotoxicos, podendo
promover neurodegeneracao (Allegri et al., 2003; De La Cruz et al., 2012). O
aumento nos niveis de QUIN e 3-HK no fluido cerebrospinal humano foi
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correlacionado com disfungdes cognitivas e motoras, nas doencas de Huntington
e Parkinson, e em doencas psiquiatricas como ansiedade, depressdo e
esquizofrenia. Acredita-se que a neurotoxicidade da 3-HK ocorra devido a sua
capacidade de induzir estresse oxidativo e apoptose neuronal. 3-HK produz ROS
e induz a clivagem do DNA nuclear, promovendo assim a apoptose (Okuda et
al., 1998; Carvalho et al., 2017).

O metabolito QUIN é um agonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) e a estimulagdo desses receptores glutamatérgicos aumenta o influxo
de célcio nos neurénios, contribuindo para a geracdo de ROS e radicais livres;
estimulando ainda a peroxidacdo lipidica da membrana, e comprometendo,
assim, a sua fluidez e permeabilidade, o que pode, eventualmente, conduzir ao
dano neuronal (Carvajal et al., 2016). Enquanto QUIN atua como agonista do
NMDA e pode causar excitotoxicidade neural, KYNA tem um papel neuroprotetor
através de sua atuacdo como antagonista do receptor NMDA (Stone, 2001). A
estimulacao do receptor glutamatérgico NMDA aumenta o influxo de célcio nos
neurénios, contribuindo para a producdo de espécies reativas de oxigénio e
radicais livres, além de estimular a peroxidacdo lipidica da membrana,
contribuindo para o dano neural (Carvalho et al., 2017). KYNA foi descrito como
um ligante enddgeno do GPR35 (receptor 35 acoplado a proteina G). A ativacdo
de GPR35 inibe a liberacdo do fator de TNF por macréfagos, sob condicdes
inflamatoérias e destaca a importancia do KYNA na regulagdo das funcdes
imunes, sugerindo seu possivel efeito anti-inflamatdrio (Carvalho et al., 2017).

De acordo com Carvalho et al. (2017) a quinurenina periférica bem como
o Tryp atravessam a barreira hematoencefalica e atingem o sistema nervoso
central (SNC), onde serdo metabolizados. As citocinas IL-4 e IL-10 reduzem a
atividade da IDO, consequentemente reduzindo o catabolismo do Tryp, sem
comprometer a producéo de 5-HT (do inglés, 5-hydroxytryptophan). Entretanto,
0 IFN-a e o TNF-a estimulam a atividade da IDO, aumentando o metabolismo de
Tryp, comprometendo assim a sintese de 5-HT e favorecendo a via e a producéo
de metabolitos neurotoxicos como 3-HAA e o QUIN. O KYNA age como
antagonista dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e dos receptores a7-
nicotinico de acetilcolina (a7nAChR), exercendo agao neuroprotetora (Figura
13).

29



________________ -
|

- ] H
R ~— QUIN ; Agonista de receptores NMDA

Acao

J o s (. Estrosso ouidativo (ROS) | RN
< neurotoxica ‘::.T neuronal
s 3-HK I Estresse oxidativo (ROS)
- Neurotransmisséo \ :_ _ _épgp_to_se_dg De_ur?n_io_ e :

1‘ T : Rnt_ag;or;st_a c;e—rege;to_re; NMDA !
Serotonina Quinurenina e de receptores nicotinicos |
e} AGCAO NEUROPROTETORA '
SNC A ". B A i e e s S J
L b ' ]

BHE
. Extracelular

TRIPTOFANO IDO Quinurenina - : I;’-ot-énzi;i a_;lti_(-)x-i—d;nt—é e.;u;(')g;enz—l

EZOEE v

Agéo
neuroprotetora

IFN—a i
INF -y IL— 10
TNF - a

Figura 13. Efeito neurotéxico e neuroprotetor dos metabdlitos da via das quinureninas.
Fonte: Carvalho et al., 2017

O catabolismo do triptofano pode ainda ser desviado para a via da
serotonina, principalmente quando a via das quinureninas é downregulada. A
partir da hidrolise do triptofano ocorre a formacao de 5-HTP, que é rapidamente
metabolizado a serotonina e posteriormente em melatonina (MEL) pela acéo de
transferases (Majumdar et al., 2019). Em torno de 95% do Tryp obtido da dieta
€ metabolizado pela via das quinureninas, e cerca de apenas 1% do Tryp é
convertido em 5-HT no sistema nervoso central (SNC), enquanto o restante é
direcionado a sintese de proteinas e de melanina (Botting, 1995). A melatonina
também é sintetizada, enzimaticamente, a partir de L-triptofano, sendo
considerada o produto final da via da serotonina (Calvo et al., 2013).

Dados antigos ja mostram que a administracdo de MEL a camundongos
aumenta a apresentacdo de antigenos pelos macrofagos esplénicos as células
T, e esse efeito é consistente com um aumento na expressao de moléculas de
MHC de classe Il e producao de IL-1 e TNF (Piolo et al., 1993). O tratamento de
células PC12, células de feocromocitoma adrenal de rato, com MEL regula

positivamente a expressao da proteina FoxO1 (do inglés, Forkhead box protein
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0O1) e induz a expressao de IDO-1, sendo a via de sinalizagcdo JNK importante
na regulacéo positiva de IDO-1 induzida por melatonina (Li et al., 2017).

Além dos metabdlitos da via de Tryp, outras moléculas também séao
capazes de regular a ativacdo de IDO-1. Estudos in vivo indicam que o NO
produzido pela INOS (do inglés, Nitric oxide synthase) inibe a atividade da IDO-
1 interagindo diretamente com a enzima e promovendo sua degradacao pela via
do proteassoma (Samelson-Jones & Yeh, 2006). A Arginase (Arg-1) compartilha
0 mesmo substrato, ou seja, L-arginina, com iNOS. Arg-1 hidrolisa a L-arginina
em L-ornitina e ureia. Sabe-se que a L-ornitina favorece o crescimento de
parasitas (Li et al., 2012).

1.10 Justificativa

Nossos dados anteriores demonstraram que M. leprae € capaz de induzir
a expressdo génica e proteica de IDO-1 em mondcitos humanos por um
mecanismo dependente de IL-10 (De Sousa Sales et al., 2011; Moura et al.,
2012), contribuindo para a imunossupressdo observada em pacientes
multibacilares. Por outro lado, em um estudo mais recente avaliando a expressao
de IDO-1 em amostras de pacientes multibacilares que desenvolveram reacao
reversa, um episddio inflamatério agudo mediado por IFN-y (Andrade et al.,
2015), foi observado o aumento da expressao génica de IDO-1 nas lesdes,
associado a um declinio da carga bacilar. Diante de algumas possibilidades, nos
guestionamos se antigenos de M. leprae poderiam estar modulando
diferencialmente o padréo de resposta imune e se a inducdo de IDO-1 por
diferentes componentes micobacterianos poderia estar associado a tolerancia
ou ativacao celular. Por outro lado, sabe-se que a IDO-1 é uma enzima chave no
metabolismo do triptofano e que, no contexto da inflamacao é a principal enzima
do metabolismo das quinureninas e que os metabdlitos desta via possuem uma
série de funcdes bioldgicas importantes. Assim, o presente trabalho justificou-se
pela necessidade de avaliarmos o impacto de diferentes fracOes
micobacterianas na indugdo de IDO-1 em células apresentadoras de antigeno,
bem como na funcionalidade dessas APCs. Em conjunto, uma vez que ha
escassez de dados sobre o papel dos metabdlitos da via das quinureninas na

patogénese de doencas causadas por micobactérias, o presente trabalho
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buscou avaliar o impacto dos diferentes metabdélitos na viabilidade tanto da célula

hospedeira quanto na viabilidade do bacilo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral: Avaliar o papel de IDO-1 e dos metabdlitos do triptofano na

imunopatogénese da Hanseniase.

2.2 Objetivos especificos:

e Investigar se M. leprae e suas fragoes antigénicas sao capazes de induzir
a expressao e atividade de IDO-1 em mDCs;

e Determinar o papel de IL-10 e TNF-a na indug&o de IDO-1 nas mDCs;

¢ Investigar o envolvimento da via TLR2 na inducéo de IDO-1 por M. leprae
e suas fracbes em mDCs;

e Avaliar a capacidade das mDCs estimuladas ou ndo com M. leprae de
induzir um fenétipo regulador nos linfécitos T;

e Determinar o fenétipo das mDCs de pacientes com as formas polares da
hanseniase;

e Determinar a expressao de IDO-1 e CD1a nas mDCs de pacientes com
as formas polares da hanseniase;

e Avaliar a atividade enzimética de IDO-1 e Arginase no soro de pacientes
com as formas polares da hanseniase;

e Avaliar a producéao de NO no soro de pacientes com as formas polares da
hanseniase.

¢ Analisar a viabilidade das mDCs na presenca dos metabdlitos da via das
quinureninas;

e Analisar o papel dos diferentes metabdlitos na viabilidade de M. leprae;

e Avaliar o efeito dos metabdlitos da via das quinureninas na Hanseniase.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Biosseguranca e Permissao ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o
Oswaldo Cruz, parecer numero 1.538.467. Os pacientes participantes do estudo
foram recrutados no Ambulatorio Souza Araudjo (ASA) da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). Foram selecionados pacientes entre 18 e 65 anos
diagnosticados com hanseniase pela primeira vez. Foram excluidos pacientes
menores de 18 anos, maiores de 65 anos, coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) e casos de reacdo e recidiva da
hanseniase. O consentimento livre e esclarecido foi obtido por todos os
individuos incluidos no estudo. Todas as coletas foram realizadas por
profissionais habilitados utilizando materiais descartaveis e/ou esterilizados
visando minimizar o desconforto dos pacientes, e de acordo com as normas de
biosseguranga. As amostras biologicas de pacientes com hanseniase,
diagnosticadas de acordo com a classificagcdo de Ridley e Jopling (1966),
foram manipuladas na camara de fluxo laminar, em ambiente estéril, respeitando

as normas preconizadas para a manipulacdo de material biolégico.

Identificacdo | Forma Clinica | Sexo Data de nascimento |IB ILB

HDO1 - M 26/08/1985 - -
HDO02 - F 29/04/1974 - -
HDO03 - M 24/04/1974 - -
HDO04 - F 12/06/1983 - -
HDO05 - M 12/04/1965 - -
HDO06 - M 12/10/1973 - -
HDO7 - M 14/11/1979 - -
HDO08 - F 12/09/1991 - .
HDO09 - M 22/02/1991 - }
HD10 - M 11/10/1991 - }
HD11 - F 28/03/1962 - -
HD12 - F 16/05/1962 - }
HD13 - F 15/10/1976 - }
HD14 - M 06/04/1981 - -
HD15 - F 20/04/1991 - -
HD16 - F 17/10/1981 - -
HD17 - M 11/12/1992 - -
HD18 - M 09/06/1987 - -
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HD19 - F 01/06/1990 - -
HD20 - F 02/03/1994 - -
HD21 - M 26/01/1987 - -
HD22 - F 05/03/1978 - -
HD23 - F 28/10/1976 - -
HD24 - F 30/03/1979 - -
HD25 - M 06/03/1982 - -
HD26 - F 23/11/1991

HD27 - F 25/09/1990 - -
PBO1 1T F 15/09/1957 0 0
PB02 BT F 18/03/1965 0 0
PBO3 BT M 20/11/1954 0 0
PB04 BT M 18/01/1978 0 0
PBOS BT M 23/01/1984 0 0
PBO6 BT M 29/10/1967 0 0
PBO7 BT F 02/08/1952 0 0
PB08 BT M 05/07/1961 0 0
PB09 BT M 06/09/1948 0 0
PB10 BT M 01/08/1981 0 0
PB11 BT M 22/01/1957 0 0
PB12 BT M 13/01/1981 0 0
PB13 BT F 20/01/1944 0 0
PB14 BT F 15/09/1942 0 0
PB15 BT F 06/05/1971 0 0
PB16 BT F 27/09/1947 0 ni
PB17 BT M 05/10/1996 0 0
PB18 BT M 28/05/1946 0,57 0
PB19 BT F 01/10/1995 0 0
PB20 BT F 20/01/1984 0 0
PB21 BT M 19/05/1956 0 0
PB22 BT M 23/12/1957 0 0
PB23 BT M 25/02/1961 0 0
PB24 BT F 14/09/1984 0 0
PB25 BT F 28/03/1961 0 ni
PB26 BT M 16/02/1935 0 0
PB27 BT F 03/09/1962 0 0
PB28 BT F 09/03/1981 0 0
PB29 BT F 23/08/1948 0 0
PB30 BT F 07/05/1925 0 0
PB31 BT F 10/08/1953 0 0
PB32 BT F 06/04/1944 0 0
PB33 BT M 10/11/1953 0 0
PB34 BT F 20/03/1944 0 0
PB35 BT F 14/05/1962 0 0
PB36 BT M 12/04/1988 0 0
PB37 BT F 02/07/1974 0 0
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PB38 BT F 07/04/1966 1 0

MBO1 BL M 12/06/1985 45 3,3
MB02 LL M 03/11/1973 55 3,6
MBO03 LL M 13/08/1983 55 5

MB04 LL M 04/01/1975 5 5,95
MBO05 LL M 14/05/1998 5 ni

MB06 LL F 05/02/1959 5 ni

MBO7 BL F 25/11/1969 4 4,85
MBO08 BL M 25/10/1948 1,5 3,5
MB09 BL M 04/03/1956 0,5 2,7
MB10 BL M 01/08/1969 25 45
MB11 BL F 05/03/1981 1 2,6
MB12 BL M 14/12/1959 5 3,5
MB13 BL F 12/06/1960 1 3,5
MB14 BL M 28/02/1970 4,25 4,8
MB15 BL F 10/05/1955 3,75 3,7
MB16 BL M 17/11/1954 1 0

MB17 BL M 28/01/1964 4,76 4,5
MB18 BL M 25/07/1990 0 3,5
MB19 BL F 18/10/1965 45 3,4
MB20 BL M 14/09/1933 4,57 4,85
MB21 BL M 30/01/1960 3,75 35
MB22 BL M 24/07/1951 4,25 4,85
MB23 BL M 15/09/1942 0 3,85
MB24 BL M 09/02/1955 1+ 4,7
MB25 BL F 10/09/1986 4,25+ 45
MB26 LL F 07/05/1977 4+ 0

MB27 LL F 02/10/1981 55 5,6
MB28 LL F 15/05/1988 4,75 5,9
MB29 LL M 03/09/1971 5 5,85
MB30 LL M 24/09/1964 4,75 4,6
MB31 LL M 29/08/1963 0 55
MB32 LL M 02/04/1975 5 5,6
MB33 LL M 20/12/1979 5 4,8
MB34 LL F 06/10/1988 4,25 5,85
MB35 LL F 12/05/1941 45 4.8
MB36 LL M 20/12/1971 4.8 5,6
MB37 LL M 02/11/1969 5+ 49
MB38 LL M 13/09/1962 4,25 4,3
MB39 LL M 10/04/1985 4 5,8
MB40 LL M 12/04/1988 5 5,95
MB41 LL F 04/12/1958 5 5,86
MB42 LL F 31/03/1980 5,75+ 5,85
MB43 LL M 24/05/1987 4,25 59
MB44 LL F 07/02/1978 3 5,95
MB45 LL M 12/06/1989 ni 3,5
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MB46 LL M 26/01/1990 5,25 5,85
MB47 LL F 18/10/1987 4,75 59
MB48 LL M 06/02/1980 5+ ni

MB49 LL M 11/06/1957 3,25 3,6
MB50 LL M 29/05/1947 ni 5,95
MB51 LL M 22/06/1954 55 5,9
MB52 LL M 18/07/1952 5 3,8
MB53 LL F 10/11/1988 4 5,95
MB54 LL F 18/10/1987 4,75 59
MB55 LL M 12/02/1993 5,25+ 5+

Tabela 1. Dados dos pacientes e voluntarios envolvidos no estudo. Tabela de identificacéo
das amostras utilizadas no estudo, forma clinica, sexo, idade, IB (indice baciloscépico) e ILB
(indice logaritmico de biépsia), ni = ndo identificado. HD (do inglés, healthy donors), PB e MB.

3.2 Obtencao das buffy coats

As buffy coats foram obtidas de doadores sadios pelo servico de hemoterapia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) através de parceria técnico-cientifica aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, sob o parecer 1.538.467. Os
critérios de inclusdo e exclusdo foram os mesmos utilizados para a triagem em
bancos de sangue, tendo sido excluidos nesse estudo voluntarios com menos
de 18 anos e cuja triagem soroldgica tenha sido positiva para Hepatite B (HbsAg
e Anti-HBc), Hepatite C (Anti-HCV), AIDS/SIDA (HIV I/ll — teste combinado
Ag+Ac), Doenca de Chagas (Anti-T. cruzi), Sifilis (VDRL — nédo treponémico),
HTLV-I e HTLV-II, Malaria e Citomegalovirus (CMV). Também foram excluidos

pacientes com doencas autoimunes, gestantes e pacientes com anemia.

3.3 Separacdao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue foi diluido em tampao fosfato salina (PBS) e posteriormente adicionou-
se Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia) em cada tubo para separagédo das
células por gradiente de densidade. Apos a rotagdo de 2000 rpm por 30 minutos
a temperatura ambiente, foi coletada a nuvem de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) e posteriormente lavadas com PBS. Em seguida, 0
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas novamente. O

sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi ressuspenso em 2 mL de
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meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). A viabilidade das
células foi verificada através da técnica de exclusdo por Azul de Tripan 0,4%
(Sigma-Aldrich) na diluicdo 9 partes de Tripan para 1 de células e a contagem
foi realizada em Camara de Neubauer.Apds a contagem, as células foram
ressuspensas em meio RPMI (Gibco Invitrogen Corporation 1640, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco Invitrogen Corporation,
EUA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 2mM, penicilina a
100U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 100pg/mL
(meio completo). Para os experimentos utilizando M. leprae viavel o antibiotico

utilizado foi ampicilina a 50 ug/mL (Sigma-Aldrich, EUA).

3.4 Obtencdao de células dendriticas derivadas de mondcitos (mDCs)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) obtidas de doadores
sadios foram marcadas com beads magnéticas CD14* (20ul de MicroBeads para
107 de células/ MACS Miltenyi Biotec) por 15 minutos a 4°C. Apds esse tempo,
as células foram lavadas com uma solu¢éo contendo 5% soro fetal bovino, 1mM
EDTA e PBS. Em seguida, foi feita a separacdo em uma coluna magnética, e as
células CD14* foram obtidas através da selecdo positiva. Apds a separacao
magnética, as células CD14"* foram cultivadas na presenca de meio contendo IL-
4 (10 ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) (PeproTech, NJ, USA) por 6 dias a 37 °C
em 5% de CO2, para a diferenciacao das células CD14* em células dendriticas

derivadas de monécitos (mDCs).

3.5 Estimulagéo das culturas de PBMCs, mondécitos e células dendriticas

Estimulo Concentracao Marca

M. leprae irradiado 0.1,1e 10 ug/mL | BEI Resources (NIH/ATCC)

M. leprae viavel MOI 10:1 Instituto Lauro de Souza Lima, SP
MLSA 0.1,1e 10 ug/mL | BEI Resources (NIH/ATCC)
MLMA 0.1,1e 10 yg/mL | BEI Resources (NIH/ATCC)
1-MT 200 uM Sigma Aldrich

Pam3Cys 10 pg/mL Sigma Aldrich

anti-human TNF-a 500 pg/mL Peprotech

rabbit anti-human IL-10 100 pg/mL Peprotech

MAb-mTLR2 1 pyg/mL InvivoGen

Brefeldina A 5 mg/mL BioLegend

peptideo inibitério MyD88 100 uM IMGENEX, San Diego, CA, EUA
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Acido quinolinico (QUIN) 62,5, 125, 250 e Sigma Aldrich
500 uM

Acido quinurénico (KYNA) 62,5, 125,250 e Sigma Aldrich
500 uM

Acido picolinico (AP) 62,5, 125, 250 e Sigma Aldrich
500 uM

Acido 3-hidroxiantranilico 62,5, 125, 250 e Sigma Aldrich

(3-HAA) 500 yM

Melatonina (MEL) 50, 100, 150 e 200 | Sigma Aldrich
uM

Tabela 2. Estimulos utilizados nas culturas celulares.

3.6 Obtencéao dos linfécitos autdlogos

Como dito no item 3.4, inicialmente foi feita uma separagcdo positiva dos
monaocitos pela marcacdo magnética com beads CD14*, apds esta etapa as
células em suspensdo passaram por uma coluna imantada ficando retidos
mondcitos. As células eluidas foram agora separadas pela marcacdo com beads
magnéticas CD4* (20ul de MicroBeads para 10’ de células/ MACS Miltenyi
Biotec) por 15 minutos a 4°C. Apés esse tempo, as células foram lavadas com
uma solucéo contendo 5% soro fetal bovino, 1mM EDTA e PBS. Em seguida,
essas células foram passadas numa coluna de separacdo magnética, e as
células CD4*, obtidas através da selec¢do positiva, foram avaliadas quanto a

expressdo de CD4 por citometria de fluxo (Milteny Biotec, Auburn, CA, EUA).

3.7 Co-cultura de mDCS com linfécitos autélogos e marcacédo celular

avaliada por citometria de fluxo

Para avaliar o papel funcional do IDO-1, mDCs foram obtidos conforme descrito
anteriormente e plaqueados em placas de 96 pocos (2 x 10%). Apés o periodo de
estimulo, linfocitos autdlogos foram adicionados na proporgéo de 1 (mDC): 20
(linfocitos) por 5 dias a 37 ° C 5% CO2. Posteriormente, as células foram
coletadas, lavadas e marcadas com anticorpos anti-FoxP3- Alexa Fluor 488/
CD4-PE - Cy5/ CD25-PE de acordo com as especificacbes do True - Nuclear
Human Treg Flow Kit (BioLegend, San Diego, CA, EUA). As células foram

analisadas por citometria de fluxo (FACS Aria llu).
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3.8 Ensaio Imunoenzimatico

Os sobrenadantes das culturas de mDCs foram recolhidos apds o periodo de
incubacéo e congelados a —20°C. As citocinas foram dosadas por ELISA com
kits especificos. Foram avaliadas: TNF-q, IL-6, IL-10, IL-15 e CXCL-10 conforme
as instrucdes do fabricante (eBioscience). A leitura de absorbancia foi obtida em
leitor de ELISA SpectraMax 190 (Molecular Devices - EUA/Canada) a450 nm
com corregcédo de comprimento de onda ajustada em 540 nm com uma faixa de
deteccdo varidvel de acordo com cada kit. Para a analise dos dados foi utilizado
o software SoftMax versdo 5.3 (Molecular Devices - EUA/Canada) e para a
plotagem dos graficos foi utilizado o programa Graph Prism 6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

3.9 Citometria Intracelular

Nos ensaios para andlise da expressao intracelular de citocinas foi utilizado
Brefeldina A (BioLegend) na concentragdo 5 mg/mL, por 12 horas nas culturas.
Para a marcacdo intracelular, apés o tempo de estimulacdo as células foram
transferidas da placa para mini tubos de citometria. As células foram lavadas e
posteriormente fixadas (PFA 2%). Em seguida, bloqueadas e permeabilizadas
(Saponina 0.15%). Subsequentemente as células foram incubadas por 30
minutos e protegidas da luz, com anticorpos monoclonais anti-IDO-1-PE (R&D)
ou anti-TNF AlexaFluor700 (eBioscience). Ao término da incubacgéo, as células
foram lavadas, ressuspensas para posterior a leitura em citdmetro de fluxo (BD
Accuri). Para cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram adquiridos. A

analise foi realizada no software BD FlowJo.

3.10 Extracédo de RNA

O RNA total das culturas de mDCs foi extraido utilizando o regente TRIzol® (Life
technologies, EUA) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Apds os
periodos de estimulacdo, o sobrenadante das culturas foi retirado e aliquotado,
e entdo adicionado 500 uL de TRIzol® em cada pocgo, para lise das células

aderentes. Posteriormente, adicionou-se 200 pyL de cloroformio (Merck,
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Alemanha) em cada tubo e os mesmos foram homogeneizados por inversao até
se obter um aspecto leitoso. Apoés isso, os tubos foram centrifugados a 12000 x
g por 15 min a 4° C. A fase aquosa contendo o RNA (fase superior) foi transferida
para novos tubos de 1,5 mL contendo 500 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich,
EUA), misturada por inversdo e incubada a -70° C por no minimo um dia. As
fases intermediaria e organica foram armazenadas a -20 °C para posterior
extracao de DNA e proteina. Apds o periodo de incubacgao, foi adicionado 2 uL
de GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor visualizacdo do
sedimento, e entdo centrifugados a 14000 x g por 20 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado com 500 uL
de etanol 70% por centrifugacéo a 10000 x g por 10 min a 4° C. Em seguida os
sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos a temperatura ambiente
por cerca de 10 min e em seguida ressuspensos em 20 uL de agua tratada com
dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life technologies, EUA).

3.11 Quantificacao de acidos nucleicos

A quantificacdo dos acidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria
utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA).
Inicialmente foi lido 1 yL de agua ultrapura para determinar o “branco”. Em
seguida, 1 yL de cada amostra foi lido contra o “branco” no comprimento de onda
de 260 nm. A avaliacdo da pureza foi determinada pela razdo da absorbéancia
(A) em dois comprimentos de onda: A260/280 indica o grau de contaminacao por
proteinas, enquanto A260/230 indica o grau de contaminacao por compostos
organicos. As amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as
razdes A260/280 e A260/230 apresentaram valores > 1,8.

3.12 Analise da integridade do RNA

A integridade do RNA extraido foi avaliada por gel desnaturante de 1,2% de
agarose (Life technologies, EUA) em tampdo MOPS (do inglés, 3-(N-
morpholino) - propanesulfonic acid) 1X (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente as
amostras foram desnaturadas adicionando-se 200 ng de RNA a 35% formamida,
MOPS 1X, 0,125% corante azul de bromofenol e 1 yL de SYBR Green |l 100X
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(Life technologies, EUA). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho
seco a 65° C por 15 minutos e depois aplicadas no gel. A corrida de eletroforese
foi realizada em corrente elétrica de 100 V por 50 minutos. Apds esse periodo, 0
gel foi analisado por sistema de fotodocumentagdo (L-Pix touch, Loccus
biotecnologia, SP). O RNA foi considerado integro quando observadas as

subunidades ribossomais esperadas (28S e 18S).

3.13 Tratamento do RNA com DNAse

Apoés a quantificacdo e confirmada a integridade do RNA extraido, 0 mesmo foi
submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-
free™ (Life tecnhologies, EUA) seguindo as recomendacgdes do fabricante, em
uma reacdo com volume final de 30 pL. Inicialmente, em tubos de 0,6 mL, foi
adicionado 3 ug de RNA, 0,1 ml de tampao de enzima 10X e 1 yL da enzima
Turbo DNAse, seguido por incubacao a 37° C durante 30 min. Apds o periodo
de incubacéo, 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, 0s tubos foram centrifugados a 10000 xg
por 2 min, os sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente
transferidos para novos tubos e o0 RNA novamente quantificado como descrito

no item 4.5.3.

3.14 Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de mDCs mediante 0 uso
da enzima transcriptase reversa Superscript llI® (Life 33L33hnologies, EUA) em
uma reacao com volume final de 20 pL. Inicialmente, 500 ng de RNA e de Oligo
(dT) (para a andlise da expressao génica de mdTHP-1) ou Random Primer (para
analise da expresséo génica de micobactérias) foram incubados a 65° C por 5
min para a linearizacdo da molécula de RNA. Apoés a incubacdo foi adicionado o
tampao da enzima em concentragao de 1X, dNTP 0,125 mM, DTT 10 mM, 40 U
de RNAse Out® e 200 U da enzima Superscript IlI®. Essa mistura foi incubada
a 50° C por 1 hora para transcri¢cédo, seguida de incubacédo a 70° C por 5 min para
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inativacao da enzima. Apds a incubacao as amostras foram armazenadas a -20°
C.

3.15 Viabilidade de M. leprae

Para os ensaios de viabilidade do bacilo, a fase intermediaria armazenada a
-20° C foi utilizada para a extracdo de DNA para a realizacdo dos experimentos
de viabilidade bacteriana. Em cada tubo foi adicionado 100 yL de tampao TE
(5mM Tris; 0,1 mM EDTA) e 150 uL de cloroférmio. A mistura foi homogeneizada
no aparelho FastPrep® 120 (MP biomedicals, EUA) na configuracdo 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 & temperatura ambiente.
A fase aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL contendo
300 uL 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. Apds a incubacéo,
foi adicionado 2 pL GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor
visualizacdo do pellet, e entdo centrifugados a 12000 xg por 30 min em
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e o material
sedimentado lavado com 500 pL de etanol 70% por centrifugacédo a 12000 x g
por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida os sobrenadantes foram
removidos, os sedimentos secos a temperatura ambiente por 15 min e
ressuspensos em 20 uL de agua ultrapura.

A viabilidade do M. leprae foi avaliada como previamente descrito (Martinez et
al., 2009), sendo calculada a partir dos niveis de RNA ribossomal 16S
normalizados contra os niveis medidos de DNA 16S, usando um ensaio de PCR

em tempo real TagMan.

3.16 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC)

A determinacgao da atividade de IDO nos sobrenadantes de cultura de mDCs foi
realizada para determinacdo dos niveis de quinurenina e triptofano (De Souza
Sales et al., 2011) por HPLC. Em um tubo eppendorf, 165 ul do sobrenadante

de cultura foram homogeneizados com 5 pl de tirosina e 25 ul de &cido
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tricloroacético (TCA). Os tubos foram entdo centrifugados por 10 minutos a
15800 xg. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi coletado e foram injetados
50 ul na coluna de fase reversa C18. A detecgao da corrida foi feita em 365 nm,
para detectar a quinurenina, e 285 nm, para detectar o triptofano e o
normalizador interno, tirosina. A atividade de IDO foi avaliada através da razéo

da concentracéo de quinurenina sobre triptofano.

3.17 Imunofluorescéncia

Apods o tempo de estimulo/infec¢céo as células foram fixadas por 20 minutos com
PFA 4% a temperatura ambiente, lavadas com tampéao fosfato salina (PBS)
(Gibco Invitrogen Corporation, USA), bloqueadas e permeabilizadas com 0,5%
de Triton X-100 + 10% de Soro Normal de Cabra (NGS) (Sigma-Aldrich, USA) e
5% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) em PBS por 1h. Foi
utilizado o anticorpo monoclonal feito em coelho anti-IDO (Santa Cruz, Texas,
USA 1:100 — cat. SC25808) e o anticorpo monoclonal feito em mouse anti-CD1a
(DAKO, 1:50 — cat. M0732). Os anticorpos primarios foram incubados overnight
a 4°C. Apos a lavagem, as células foram incubadas com o anticorpo secundario
anti-coelho IgG 568 e 488 (Molecular Probes, Oregon, USA 1:1000 — cat.
A11011), e 4',6-diamidino-2- fenilindol (DAPI) (Molecular Probes, Oregon, USA)
para visualizacdo do nucleo. A montagem das laminas foi feita com o meio de
montagem ProlongTM Diamond Antifade Mountant (InvitrogenTM - Cat.
P36961). As marcacdes foram visualizadas através do Microscopio Confocal
Zeiss LSM 510 META Microscopy (Heidelberg, DEU).

3.18 Marcacao celular com Anexina V e lodeto de Propideo

A porcentagem de células viaveis, em apoptose e/ou em necrose foi determinada
através do kit FITC Annexin V Apoptosis Detection (BD Pharmingen™,
California, USA) e contabilizada em citdmetro de fluxo. Apds o tempo de
estimulo, as células foram transferidas para tubos de citometria apropriados e
lavadas duas vezes com PBS gelado. Posteriormente, as células foram
ressuspensas em 100uL de tampéao de ligagao e incubadas com 1,5uL de anti-

anexina V-FITC por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apos a
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incubacgéo, foram adicionados 200uL de tampéo de ligagdo e 1,5uL de iodeto de
propidio (PIl). Em seguida as amostras foram adquiridas no citometro de fluxo
(FACScalibur) em um intervalo de até 30 minutos conforme instrucbes do
fabricante. Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos no gate. A
andlise foi realizada no software BD FlowJo.

3.19 Deteccdo de Oxido Nitrico

O soro de pacientes e HD foram utilizados para determinar a concentracdo de
NO. Foi utilizado um ensaio colorimétrico onde estes niveis sdo calculados
através da raz&o dos niveis de Nitrito/ Nitrato pelo kit "Nitric Oxide (NO2/NO3’)
detection kit" (Enzo Technology). A leitura de absorbancia foi obtida em leitor de
ELISA SpectraMax 190 (Molecular Devices - EUA/Canada) a 540 - 570 nm.

3.20 Atividade de Arginase

A atividade da Arginase foi determinada medindo a converséo de L-arginina em
L- ornitina e uréia usando a metodolgia descrita por da Silva et al., 2012.
Resumidamente, 25 ul de amostra de soro foram solubilizados com 25 pl de
tampé&o de lise contendo 0,1% Triton X-100, 10 mM MnCI2 e 50 mM Tris-HCI (pH
7,5). A arginase foi ativada por aquecimento durante 7 min a 56°C. A hidrdlise
da L-arginina foi feita incubando o lisados com 50 ul de L-arginina (pH 9,7) a
37°C por 60 min. A reacao foi interrompida por a adicao de 400 pl de solugao
acida [H2S04 (96%) /H3PO4 (85%) /H20,1:3:7, viviv]. A concentracdo de Ureia
foi medida a 540 nm apds a adi¢cdo de 20 ul de a-isonitrosopropiofenona (ISPF,
dissolvido em etanol 100%; Sigma, St. Louis, MO, EUA) usando um
espectrofotometro (TECAN, EUA) seguido de aquecimento a 100°C por 45 min.
A atividade de uma unidade de enzima (ARG) € definida como a quantidade de

enzima que catalisou a formag¢ao de um pMol de ureia por 60 segundos.

3.21 Anélise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média = desvio padrao. A analise dos

experimentos in vitro foi realizada pelo teste Kruskall-Wallis, Mann-Whitney ou
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One-Way ANOVA. Para todas as andlises estatisticas o valor de p <0,05 foi
considerado significante. As andlises estatisticas foram realizadas através do

programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).
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4. RESULTADOS
4.1 M. leprae e MLMA aumentam a atividade de IDO-1 em mDCs

No intuito de investigar se M. leprae e suas fracoes eram capazes de
induzir um aumento na expressao proteica de IDO-1 em mDCs, as células
foram estimuladas com M. leprae, MLMA e MLSA em diferentes
concentracbes (0,1, 1 e 10 ug/mL) por 24 h e a expressao de IDO-1 foi
avaliada por citometria de fluxo. O gate apresentado na figura 14A mostra a
populacdo de mDCs apos diferenciagdo com GM-CSF e IL-4. Observamos
que cerca de 68% das células se diferenciaram para mDCs. A curva de dose
resposta mostra um aumento do percentual de células IDO-1 positivas quando
estimuladas por M. leprae e MLMA nas concentragbes de 10 e 50 ug/mL,
entretanto, o estimulo com a fracdo antigénica MLSA nao apresentou nenhum
efeito significativo. (Figura 14B). A partir desses resultados, a concentracao
de 10 ug/mL foi utilizada para os demais experimentos. Na figura 14C os
histogramas representativos mostram que cerca de 1% das mDCs néo
estimuladas sédo IDO-1*, essa semelhanca de baixa expressdo da proteina
IDO-1 também foi observada no estimulo com a fragdo antigénica MLSA
(2,3%), entretanto, M. leprae e fracdo antigénica MLMA foram capazes de

induzir, respectivamente, 12,1% e 7,4% de células IDO-1*.

Para avaliar se o aumento da expressédo de IDO-1 se refletiria em um

aumento de sua atividade enzimatica, avaliamos a raz&o quinurenina/triptofano.

Para isto, mDC foram estimuladas com 10 pg/mL de M. leprae, MLMA e MLSA

por 24h. Apds este periodo os sobrenadantes foram coletados e analisados por

HPLC. Conforme observado na Figura 14D, M. leprae e MLMA na concentracao

de 10 pg/mL foram capazes de aumentar significativamente a atividade

enzimatica de IDO-1, o mesmo néo foi observado pela fracdo MLSA.
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Figura 14. Expressdo e atividade de IDO-1 em mDCs. mDCs diferenciadas foram
plaqueadas (1x10°6 células por poco). (A) Estratégia de gate para andlise de citometria de
fluxo. (B) Expresséo de IDO-1 em mDCs estimuladas ou ndo com M. leprae, MLMA ou MLSA
a 0,1, 1 ou 10 yg/mL, por 24 horas. Apds esse periodo, as células foram marcadas com
anticorpo intracelular anti-IDO-1. A aquisicéo foi realizada na citometria de fluxo BD FACSAria
e a andlise realizada no software FlowJo. (C) Histogramas representativos de mDCs
estimulados com ML ou suas fra¢des antigénicas (10 uyg/mL) avaliadas quanto a expresséo
proteica de IDO-1 por citometria de fluxo. (D) Os sobrenadantes das culturas celulares com
as concentragdes de 10 ug/mL foram coletados e a atividade do IDO-1 foi avaliada pela razdo
quinurenina/triptofano (kyn/tryp) por HPLC. Os graficos representam a média + desvio padréo
de guatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 **p < 0,01 (Mann-Whitney).
(NS) do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fracédo de

membrana de M. leprae e (MLSA) fracéo soluvel de M. leprae.

4.2 TNF é importante na inducdo da atividade da IDO-1 por M. leprae e

suas fracdes em mDCs
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TNF

Nas DCs, INF-y e TNF ativam a via de sinalizacao JAK/STAT (do inglés,
Janus kinase and Signal transducer activator of transcription), bem como o
fator regulador IRF3 (do inglés, Interferon regulatory factor 3), uma vez
ativada, essa cascata de sinalizagdo € capaz de ativar IDO-1 (Robinson et al.,
2005). A figura 15A-D mostra histogramas representativos de mDCs
estimuladas com M. leprae, MLMA e MLSA e a capacidade desses estimulos
em induzir a expressao de células IDO*TNF*. Pode-se observar que a fracéao

MLMA foi capaz de induzir um aumento na frequéncia de células duplamente

positivas, IDO-1*TNF*, quando comparadas com células ndo estimuladas
(Figura 15E).

IDO-1*TNF* (%)

Figura 15. MLMA induziu um aumento na frequéncia de células IDO-1*TNF*. mDCs foram
plagueadas (1x108 células por poco) e estimuladas ou ndo com ML, MLMA ou MLSA na
concentracao de 10 pg/mL por 24h. Apos esse periodo, as células foram lavadas e marcadas
com anticorpos intracelulares anti-IDO-PE e anti-TNF-Alexa Fluor 700. A aquisi¢do foi realizada
em citdmetro de fluxo BD FACSAria e a analise realizada usando o software FlowJo. (A-D) Dot
plots representativos de mDCs estimuladas com ML ou suas fragBes antigénicas (10 pg/mL)

avaliadas quanto a expressao de células IDO*TNF*. (E) Grafico representando o resultado a
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porcentagem de expresséo de células IDO*TNF*. O grafico representa a média + desvio padrao
de quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do
inglés, not stimulated — células ndo estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fracdo de membrana

de M. leprae e (MLSA) fracdo sollvel de M. leprae.

Ao contrario do TNF, a IL-10 € uma das citocinas anti-inflamatorias
capazes de regular a inflamacé&o suprimindo a resposta de DCs e macrofagos
e induzindo um aumento de linfocitos Tregs via IDO-1 (Couper et al., 2008).
Analisamos entéo a frequéncia de células IDO*IL-10* por citometria de fluxo,
no entanto, M. leprae e suas fragbes antigénicas ndo foram capazes de induzir

um aumento na frequéncia de células IDO-1*IL-10* (Figura 16).
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Figura 16. M. leprae e suas fracbes nédo foram capazes de induzir um aumento na
frequéncia de células IDO-1*IL-10*. mDCs foram plaqueadas (1x10® células por pogo) e
estimuladas ou ndo com ML, MLMA ou MLSA na concentracdo de 10 pg/mL por 24h. Apés esse
periodo, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos intracelulares anti-IDO-PE e anti-
IL-10-APC. A aquisi¢éo foi realizada em citdmetro de fluxo BD FACSAria e a analise realizada
usando o software FlowJo. O gréfico representa o resultado da porcentagem de expressao de
células IDO*IL-10*. O gréfico representa a média + desvio padrdo de quatro experimentos
realizados independentemente. (NS) do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas, (ML)

M. leprae, (MLMA) fracdo de membrana de M. leprae e (MLSA) fracdo soltuvel de M. leprae.

Para confirmar os dados observados por citometria de fluxo, e expandir
as andlises em relacdo ao efeito de M. leprae e das fracdes antigénicas

estudadas sobre a producao de citocinas, foi avaliado por ELISA, o sobrenadante
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de cultura de mDCs. Conforme observado na Figura 17, M. leprae néo foi capaz
de modular significativamente a producdo das citocinas testadas. No entanto,
MLMA foi capaz de induzir um aumento estatisticamente significativo nas
concentracdes de TNF e IL-6 (Figura 17A e 17C) quando comparado com células
ndo estimuladas. Em contraste, MLSA induziu um aumento nos niveis de IL-10
(Figura 17B). Nao houve alteracdo na producao de IL-15 pelas mDCs apés os

estimulos com M. leprae e suas fracfes (Figura 17D).
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Figura 17. Efeitos antag6nicos das fracGes de M. leprae nainducéo de citocinas por mDCs.
mDCs foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas ou ndo com ML, MLMA ou MLSA
na concentracao de 10 pg/mL por 24h. Apds esse periodo, os sobrenadantes dessas culturas
foram coletados e as concentracdes das citocinas (A) IL-6, (B) IL-10, (C) TNF e (D) IL-15 foram
avaliadas por ELISA. Os gréficos representam a média + desvio padrao de quatro experimentos
independentemente realizados. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglés, not stimulated —
células nao estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fracdo de membrana de M. leprae e (MLSA)

fracdo soluvel de M. leprae.
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Como observado anteriormente, a estimulagdo com MLMA induziu um
aumento na producdo de TNF pelas mDCs, enquanto que a estimulacdo com
MLSA levou a producdo de IL-10 nessas mesmas células. Mediante a isso,
fomos investigar o papel de IL-10 e TNF na inducdo da atividade de IDO-1 por
M. leprae e suas fragbes em mDCs. Conforme mostrado na Figura 18A-C, o
bloqueio de TNF com anticorpo neutralizante, aTNF, levou a uma diminuicao
significativa da atividade de IDO-1 em culturas de mDCs estimuladas tanto com
M. leprae quanto com as fra¢des antigénicas MLMA e MLSA, sugerindo um papel
importante desta citocina na indugéo de IDO-1. Entretanto, 0 mesmo efeito n&o
foi observado apds o bloqueio de IL-10 com o anticorpo neutralizantes, allL-10,
para os estimulos por M. leprae e MLMA. Observamos que o bloqueio de IL-10
reduziu a atividade de IDO-1 apenas em mDCs estimuladas com MLSA (Figura
18 A-C).

A ML

+ +

52



B MLMA

0.25- .
*
0.20-
% 0.15-
=
> 0.10-
—
0.05+4
0.00 T
MLMA - + - + - +
alL-10 - - + + - -
aTNF - - - - + +
C MLSA
0.20-
*
0.154

-
0.054
0.00 T
MLSA - + - + - +
alL-10 - - + + - -
aTNF - - - - + +

Figura 18. Importancia do TNF na inducdo da atividade de IDO-1 em mDCs estimuladas
por M. leprae e suas frac6es antigénicas. mDCs foram plaqueadas (1x10° células por poco) e
1 hora antes da adi¢édo dos estimulos, os anticorpos neutralizantes alL-10 humano (100 pg/mL)
ou aTNF humano (500 pyg/mL) foram adicionados nas culturas e, em seguida, estimuladas com
ML, MLMA ou MLSA na concentracdo de 10 ug/mL por 24 horas. ApOs esse periodo, os
sobrenadantes foram coletados e a atividade de IDO-1 foi avaliada pela razéo
quinurenina/triptofano (kyn/trp) por HPLC. (A) ML (B) MLMA (C) MLSA. Os gréficos representam
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a média + desvio padrdo de quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,

05

(Mann-Whitney). (NS) do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas, (ML) M. leprae,

(MLMA) fracdo de membrana de M. leprae e (MLSA) fracéo soluvel de M. leprae.

4.3 TLR2 é importante para a induc¢ao da atividade de IDO-1 em mDCs

Sabendo que a membrana de M. leprae contém lipoproteinas que
podem ativar a sinalizacdo de TLR2, e que a mesma é capaz de induzir uma
resposta inflamatéria (Montoya & Modlin, 2010), fomos investigar o possivel
envolvimento da via de TLR2 na inducado de IDO-1 em mDCs estimuladas por
M. leprae, MLMA e MLSA.

Para avaliar a participacdo de TLR2 na inducdo de IDO-1, utilizamos
um anticorpo neutralizante (aTLR2). Para a maior compreensao do papel de
TLR2, usamos também o agonista de TLR2, Pam3Cys, como controle
positivo. Conforme observado na Figura 19A, o Pam3Cys foi capaz de induzir
0 aumento estatisticamente significativo da atividade de IDO-1 quando
comparado a cultura de mDCs ndo estimuladas. Quando as mDCs foram
estimuladas apenas com o anticorpo neutralizando, aTLR2, essas células nao
foram capazes de induzir a atividade de IDO-1. O bloqueio de TLR2 diminuiu
significativamente a atividade de IDO-1 em mDCs induzida por M. leprae e por
suas fracBes antigénicas, demonstrando que esse processo de ativacao
enzimatica de IDO-1 envolve TLR2.

Ja foi demonstrado que a via de sinalizacdo TLR-MyD88-NF-kB é
requerida para promover o desenvolvimento doencas inflamatérias (Shon et
al., 2015). Mediante a isso e a tudo que fora mostrado nos dados anteriores,
utilizamos um inibidor peptidico da proteina adaptadora MyD88 (pMyD88), a
fim de confirmar a participacdo da ativacao de TLR na modulacao da atividade
de IDO-1. Foi possivel observar uma diminuicdo na atividade de IDO-1
quando o peptideo inibidor foi adicionado as culturas de M. leprae e das
fracOes antigénicas MLMA e MLSA (Figura 19B).
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Figura 19. TLR2 é importante na inducéo da atividade do IDO-1 em mDCs. mDCs foram
plagueadas (1x108 células por poco) e 1 hora antes do estimulo, foi adicionado o agonista de

TLR2, Pam3Cys (controle positivo) (10 pg/mL), o anticorpo neutralizante aTLR2 humano (1
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pg/mL) ou o peptideo inibidor de MyD88 (pMyD88) (MyD88i; IMGENEX, San Diego, CA) (1
pg/mL), em seguida, as células foram estimuladas com ML, MLMA ou MLSA a 10 pg/mL, por
24 horas. Apos esse periodo, os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e a atividade
do IDO-1 foi avaliada pela raz&o quinurenina/triptofano (kyn/Tryp) por HPLC. (A) aTLR2 (B)
pMyD88. Os graficos representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos
realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglés, not stimulated —
células nao estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fracdo de membrana de M. leprae e (MLSA)

fracdo soltvel de M. leprae.

4.4 M. leprae e suas fragcdes influenciam o perfil tolerogénico dos

linfocitos

Com o intuito de verificarmos se 0 aumento na expressao e atividade de

IDO-1 influenciam no fendtipo dos linfocitos apdés o priming pelas mDCs, foi

realizado um ensaio de co-cultura utilizando as mDCs previamente estimuladas

com M. leprae e suas fracdes antigénicas por 24 horas e, posteriormente, foi

adicionado os linfocitos autdlogos na proporcédo de 20 linfocitos: 1 mDC. Apds o

periodo de 5 dias de cultura, fomos analisar o fenétipo desses linfocitos por

citometria de fluxo analisando a expressédo de células CD4*CD25*FoxP3*, ou

seja, células Tregs. Foi possivel observar um aumento no percentual de células

CD4*CD25*FoxP3* nas culturas estimuladas com M. leprae e MLSA guando

comparadas as células ndo estimuladas, mas ndo nas culturas estimuladas com

MLMA (Figura 20 A-D).

Um anélogo sintético do Tryp, o 1-metil triptofano (1-MT), € um inibidor
seletivo da atividade enzimatica da IDO-1 (Lewis et al., 2017). O 1-MT foi
utilizado nas culturas com a intencao de avaliarmos se esse feno6tipo Tregs
dos linfécitos induzidos pelas mDCs era dependente da atividade de IDO-1.
Como observado na figura 20E-H, os dot plots representativos mostram que
com a inibicdo de IDO-1 ocorreu uma diminui¢do na inducéo da expressao de
células CD4*CD25*FoxP3* nas culturas estimuladas com M. leprae e as
fracbes antigénicas MLMA e MLSA. O gréafico representa as diferencas
estatisticamente significativa em relacdo ao aumento da expresséo de células

Tregs por M. leprae e MLSA que sao diminuidas na presenca do 1-MT.
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Figura 20. M. leprae e MLSA induzem um aumento na expressao de células Treg.

mDCs foram plaqueadas (1x10* células por poco) e 1 hora antes e estimulados, o 1-MT (inibidor

de IDO-1) foi adicionado a cultura, em seguida, as células foram estimuladas com ML, MLMA ou

MLSA a 10 pg/mL, por 24 horas. ApoOs esse periodo, as células foram lavadas e os linfocitos

autélogos (20 linfocitos: 1 mDC) foram cultivados por 5 dias. Em seguida, as células foram

marcadas com anticorpos intracelulares anti-CD4, CD25 e Foxp3 ou anticorpos isotipos. A

aquisicao foi realizada na citometria de fluxo BD FACSAriallu e a andlise realizada no software
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FlowJo. (A-D) Dot plots representativos de co-culturas (20 linfécitos: 1 mDC) estimuladas com
ML ou suas fragBes antigénicas (10 pg/mL) avaliadas quanto a expressdo de células
CD4*CD25*FoxP3*. (E-H) Dot plots representativos de co-culturas (20 linfécitos: 1 mDC)
estimuladas com 1-MT, ML ou suas fragbes antigénicas (10 pg/mL) avaliadas quanto a
expressdo de células CD4+*CD25*FoxP3*. (I) Grafico representando o resultado a porcentagem
de expressao de células CD4*CD25*FoxP3*. O gréfico representa a média + desvio padréo de
quatro experimentos realizados independentemente. *p < 0,05 (Mann-Whitney). (NS) do inglés,
not stimulated — células ndo estimuladas, (ML) M. leprae, (MLMA) fracdo de membrana de M.

leprae e (MLSA) fracao solavel de M. leprae.

4.5 Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares

Sabendo que M. leprae é capaz de induzir um aumento da expressao e
atividade de IDO-1 em mDCs de voluntarios sadios e que suas fracdes
antigénicas MLMA e MLSA apresentam efeitos antagdnicos que podem estar
envolvidos na resposta imunoldgica da Hanseniase, fomos avaliar as mDCs de
pacientes MB e PB. Para isso, mondcitos provenientes de sangue periférico de
pacientes MB e PB foram diferenciados em mDCs, na presenca de GM-CSF e
IL-4, por 6 dias. Apds esse periodo, avaliamos a expressdo de CDla, um
marcador caracteristico de mDCs, e IDO-1 por imunofluorescéncia. O resultado
mostra um perfil de diferenciacdo das mDCs morfologicamente distinto entre os
dois grupos testados, observamos que as mDCs de PB apresentam uma
morfologia mais arredondada e com menos dendritos quando comparada as
mDCs de pacientes MB (Figura 21A-B). Além disto, fomos avaliar o percentual
de células CDla* nessas células. Apesar de ndo ter sido observado uma
diferenca significativa na porcentagem de células CD1a* entre as formas clinicas
(Figura 21C), foi detectado um aumento significativo tanto no percentual de
expressado de IDO-1 (Figura 21D), quanto na porcentagem de células CD1a*IDO-
1* nos pacientes MB quando comparado aos PB (Figura 21E).
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Figura 21. mDCs de pacientes multibacilares induzem um aumento da expressédo de
células CD1a*IDO-1*. mDCs de pacientes PB e MB foram plaqueadas (1x10° células por poco),
fixadas e imunomarcadas com anticorpos especificos para anti-CD1a Mouse (verde), anti-IDO-1
rabbit (vermelho). O nucleo celular foi marcado com DAPI (azul). As imagens da
imunofluorescéncia foram obtidas através do microscopio LSM 710 (Zeiss) e a andlise realizada
no programa ZENsoftware. (A) A imagem representa a lamina de mDCs de um paciente PB
representativo do grupo. (B) A imagem representa a lamina de mDCs de um paciente MB
representativo do grupo. (C) O grafico representa a expressdo de mDCs CD1a*. (D) O grafico
representa a expressdo de mDCs IDO-1*. (E) O gréfico representa a expressdo de mDCs
CD1a*IDO-1*. As barras de aumento representam 50 um. As setas indicam o local onde ocorre
a dupla marcacao dos anticorpos anti-CD1a e anti-IDO-1. Os graficos representam a média *
desvio padréo dos dados obtidos. *p < 0,05 (Kruskal-Wallis). (PB n=5/ pacientes BT e TT) e (MB
n=4/ pacientes BL e LL).

Para confirmar se a diferenca de expressédo de IDO-1 em mDCs
observada entre pacientes MB e PB se refletiria ao nivel sistémico, o soro de
pacientes com as formas MB (BL e LL) e PB (BT e TT) foram avaliados quanto
a razao quinurenina/triptofano (kyn/tryp) que nos permite avaliar a atividade de
IDO-1. Como observado na figura 22, a atividade enzimatica de IDO-1 foi maior

em pacientes MB quando comparado aos PB.
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Figura 22. Atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares. Amostras de soros
dos pacientes foram utilizadas e a atividade IDO-1 foi avaliada pela razdo quinurenina/triptofano
(kyn/Tryp) por HPLC. O grafico representa a média + desvio padrdo dos dados obtidos. *p < 0,05
(Kruskal-Wallis). (HD= 4) (PB n=5/ pacientes BT e TT) e (MB n=4/ pacientes BL e LL).

NO é um importante regulador da enzima IDO-1. No sistema imunoldogico,
NO é produzido pela INOS. NO inibe a enzima IDO-1 impedindo assim sua
expressao induzida por IFN-y (Salmelson-Jones & Yeh, 2006). A fim de avaliar
a influéncia de NO nas diferentes formas clinicas da Hanseniase, dosamos a
concentracdo de NO em soro de pacientes PB e MB. Observamos que a
concentracdo de NO foi maior em pacientes PB quando comparados aos
voluntarios sadios. Observamos também que os soros de pacientes PB
apresentam um aumento na concentracdo de NO significativamente maior

guando comparado aos soros dos pacientes MB (Figura 23).
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Figura 23. Concentragdo de NO aumentada em pacientes paucibacilares. Amostras de soros
dos pacientes foram utilizadas em um ensaio colorimétrico onde os niveis NO foram calculados
através da raz&o dos niveis de Nitrito/ Nitrato pelo kit "Nitric Oxide (NO2/NOz") detection kit" (Enzo
Technology). O grafico representa a média + desvio padrdo dos dados obtidos. *p < 0,05 ***p <
0,001 (Kruskal-Wallis). (HD= 8) (PB n=10/ pacientes BT e TT) e (MB n=19/ pacientes BL e LL).

7

Mondanelli et al. (2017) descreveram que a atividade de Arg-1 é
importante para a indugdo de IDO-1 em mDCs. Além disso, sabe-se que
macréfagos ativados convertem L-arginina em L-citrulina, NO e NRS (do inglés,
reactive nitrogen species) e que esse € o principal mecanismo citotoxico dessas
células. Mediante a isso, fomos investigar o envolvimento de Arg-1 na nas
diferentes formas clinicas da Hanseniase. Como observado na figura 24, a
atividade de Arg-1 foi significativamente aumentada tanto em pacientes PB

guanto em pacientes MB quando comparados aos voluntarios sadios.
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Figura 24. Atividade de Arg-1 aumentada em pacientes paucibacilares e multibacilares.
Amostras de soros dos pacientes foram utilizadas em um ensaio de atividade de Arg-1 que mediu
a conversdo de L-arginina em L- ornitina e uréia. A concentracdo de Ureia foi medida a 540 nm
usando um espectrofotdmetro (TECAN, EUA). O grafico representa a média + desvio padrédo dos
dados obtidos. ***p < 0,001 (Kruskal-Wallis). (HD= 14) (PB n=19/ pacientes BT e TT) e (MB n=19/
pacientes BL e LL).

4.6 Metabdlitos do triptofano afetam a viabilidade das mDCs

A ativacdo de IDO-1 pode produzir efeitos imunossupressores através
dos metabdlitos da via das quinureninas, uma das principais vias do
metabolismo do Tryp (Dounay, 2015). Os metabdlitos analisados nesta etapa
do projeto foram: acido picolininico (AP), acido quinurénico (KYNA), &cido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA) e o &cido quinolinico (Quin). Além da via das
quinureninas, o Tryp pode ser metabolizado a melatonina (MEL) que, assim
como os metabdlitos das quinureninas, inibe a producéao de NO. (Gilad et al.,
1998). Para compreender melhor a participacdo destes metabdlitos na
Hanseniase, inicialmente foi analisado o envolvimento de AP, KYNA, 3-HAA,
QUIN e MEL na viabilidade das mDCs. Para isso, foram adicionadas
concentracdes crescentes dos diferentes metabdlitos nas culturas de mDCs
purificadas. A viabilidade celular foi analisada por ensaios de citometria de
fluxo avaliando a expressdo de marcadores de morte celular como Anexina-
V, gréficos a esquerda, e a incorporacao de lodeto de propideo (PI, do inglés

Propidium lodide), graficos a direita. O resultado observado mostra que tanto

62



AP quanto KYNA nao afetaram a viabilidade das mDCs em nenhuma das
concentracdes utilizadas (Figura 25A - D), entretanto, o metabdlito 3-HAA na
concentracdo de 125 pM, foi capaz de aumentar significativamente a morte
celular por apoptose das mDCs, com mais de 90% de células AnexinaV*PI*
(Figura 25F). O QUIN induziu a necrose apenas na concentracao de 500 uM
(Figura 25G), entretanto foi observado células AnexinaV*PI* na presenca de
62,5uM de QUIN, sugerindo também morte por apoptose destas células
(Figura 25H). Também observamos que a MEL ndo foi capaz de afetar a
viabilidade das mDCs em nenhuma das concentragdes utilizadas (Figura 25l
- J).
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Figura 25. 3-HAA e QUIN afetam a viabilidade das mDCs. mDCs foram plaqueadas (1x10°
por poco) e estimuladas na presenca de acido picolinico (AP) (A-B), acido quinurénico (KYNA)
(C-D), acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) (E-F) e acido quinolinico (QUIN) (G-H) nas
concentracdes de 62, 125, 250 e 500 uM ou melatonina (MEL) (I-J) nas concentrac@es de 50,
100, 150 e 200 uM. Apés 24 h, a viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo usando
0 anticoprpo anti-Anexina V-FITC e o corante PI. A aquisicdo foi realizada na citometria de
fluxo BD FACSAriallu e a analise realizada no software FlowJo. Para cada amostra, foram
analisados no minimo 10.000 eventos. Os graficos representam a média + desvio padrédo de

guatro experimentos realizados independentemente. * p <0,05 (Mann-Whitney).

A partir dos dados do efeito dos metabdlitos de Tryp sobre a
citotoxicidade de mDCs e sabendo que alguns deles apresentam efeitos
protetores e outros efeitos citotdxicos, fomos avaliar se 0s mesmos afetariam
a viabilidade intracelular de M. lepra. Com 0 objetivo explorarmos um pouco
mais o impacto desses metabdlitos na Hanseniase, a sobrevivéncia de M.
leprae foi avaliada na presenca das seguintes moléculas: AP, KYNA, 3-HAA,
QUIN e MEL. Como observado na Figura 26, apenas 3-HAA, QUIN e MEL
foram capazes de aumentar significativamente a viabilidade de M. leprae.
Esses dados demonstram que esses metabdlitos sdo importantes para a
sobrevivéncia do bacilo em mDCs.
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Figura 26. Metabdlitos

MEL (uM)

do triptofano s&o importantes para a sobrevivéncia de M. leprae.

mDCs foram plaqueadas (1x10° células por poc¢o) e infectadas com M. leprae viavel (MLV) no

MOI de 10:1 (10 bactérias:1 célula) e incubadas por 4h. Apds esse periodo, essas células foram

estimuladas com &cido picolinico (AP) (A),

acido quinurénico (KYNA) (B), éacido 3-

hidroxiantranilico (3HAA) (C) e acido quinolinico (QUIN) (D) nas concentracdes de 62, 125, 250
e 500 uM ou melatonina (MEL) (E) nas concentracfes de 50, 100, 150 e 200 uM e incubados

por 24 horas. Em seguida, a viabilidade intracelular de M. leprae foi estimada a partir da razdo
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entre 16S RNA e 16S DNA detectada por RT-PCR. Os graficos representam a média + desvio
padrdo de quatro experimentos realizados independentemente. * p <0,05 (Mann-Whitney). (NS)

do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas e (MLV) M. leprae viavel.

A expressdo de CXCL-10 é observada em muitas doencas inflamatorias
do tipo Thl, onde seu papel € importante no recrutamento de células T para
locais de inflamagéao tecidual (Dufour et al., 2002). Com intuito de analisar se o
efeito desses metabdlitos sobre as mDCs afetaria a producdo de algumas
citocinas, avaliamos a producdo de CXCL-10, IL-10 e TNF no sobrenadante de
mDCs estimuladas ou ndo com M. leprae viavel e os metabdlitos de Tryp. Como
observado na figura abaixo, M. leprae foi capaz de reduzir significativamente a
producdo de CXCL-10 em culturas de mDCs estimuladas com 3-HAA e QUIN,
nas concentracoes de 62,5 e 125 pM, respectivamente. (Figura 29C-D).
Entretanto, M. leprae induziu um aumento da producéo de CXCL-10 em mDCs
estimuladas com MEL (Figura 29E).
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Figura 27. Producéo de CXCL-10 por mDCs infectadas ou ndo com M. leprae. mDCs foram
plagueadas (1x10° células por pogo) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1
célula), ou ndo, por 4 horas. Apos esse periodo, essas células foram estimuladas com acido
picolinico (AP) (A), acido quinurénico (KYNA) (B), acido 3-hidroxiantranilico (3HAA) (C) e &cido
quinolinico (QUIN) (D) nas concentracfes de 62, 125, 250 e 500 uM ou melatonina (MEL) (E)
nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 uM por 24h. Em seguida, 0os sobrenadantes foram
coletados e a producéo de CXCL-10 foi avaliada por ELISA. Os graficos representam a média +
desvio padrédo de trés experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA).

(NS) do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas e (MLV) M. leprae viavel.

A IL-10 suprime muitas funcdes de células T, principalmente ao impedir a
producdo de citocinas pro-inflamatérias pelas APCs (Trinchieri, 2007). Nesse
contexto, também analisamos a producdo IL-10 nesses ambientes.
Diferentemente do que observamos no dado anterior, a infec¢do por M. leprae
foi essencial para aumentar a producdo de IL-10 quando as mDCs foram
estimuladas com AP e KYNA (Figura 28A-B). No entanto, a producdo dessa
citocina ndo regulada por M. leprae frente aos outros metabdlitos utilizados no
estudo (Figura 28C-E).
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Figura 28. Producé&o de IL-10 por mDCs infectadas ou ndo com M. leprae. mDCs foram
plagueadas (1x10° células por poco) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1
célula), ou ndo, por 4 horas. Apos esse periodo, essas células foram estimuladas com acido
picolinico (AP) (A), acido quinurénico (KYNA) (B), acido 3-hidroxiantranilico (3HAA) (C) e &cido
quinolinico (QUIN) (D) nas concentra¢cbes de 62, 125, 250 e 500 uM ou melatonina (MEL) (E)
nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 uM por 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram
coletados e a producéo de IL-10 foi avaliada por ELISA. Os gréaficos representam a média +
desvio padréo de trés experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA).

(NS) do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas e (MLV) M. leprae viavel.
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O TNF em conjunto com o IFN-y desempenha um papel importante no
recrutamento de linfocitos (Hasan et al., 2004). Posteriormente, analisamos a
produgdo de TNF por mDCs infectadas com M. leprae na presenca dos
metabolitos. Na figura 31 observamos que M. leprae foi capaz de diminuir
significativamente a producdo de TNF quando as culturas foram estimuladas
com todos os metabdlitos estudados, mostrando que esse pode ser um dos

mecanismos utilizado pelo bacilo para manter sua sobrevivéncia na célula

hospedeira.
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Figura 29. Producao de TNF por mDCs infectadas ou ndao com M. leprae. mDCs foram
plagueadas (1x10° células por pogo) e infectadas com MLV no MOI de 10:1 (10 bactérias:1
célula), ou ndo, por 4 horas. Apés esse periodo, essas células foram estimuladas com acido
picolinico (AP) (A), acido quinurénico (KYNA) (B), acido 3-hidroxiantranilico (3HAA) (C) e &cido
quinolinico (QUIN) (D) nas concentracfes de 62, 125, 250 e 500 uM ou melatonina (MEL) (E)
nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 uM por 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram
coletados e a producao de TNF foi avaliada por ELISA. Os graficos representam a média + desvio
padrdo de trés experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA). (NS)

do inglés, not stimulated — células ndo estimuladas e (MLV) M. leprae viavel.
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5. DISCUSSAO

A enzima IDO-1 catalisa a primeira etapa da via de degradacdo do
aminoacido essencial triptofano e € expressa por células apresentadoras de
antigenos profissionais (APCs), células epiteliais, endotélio vascular e células
tumorais. Os produtos catabdlicos mediados por IDO-1, que sdo denominados
quinureninas, exercem importantes funcdes imunossupressoras principalmente
através da regulacado da anergia das células T efetoras e induzindo a proliferacéo
de células T reguladoras (Wu et al., 2018). A enzima IDO-1 tem sido implicada
em varios processos na saude e na doenca, mas seu papel na tolerancia
imunoldgica ainda € controverso. Inicialmente, a IDO-1 foi descrita associado a
processos bactericidas relacionados a imunossupresséo e tolerancia de células
T (Harden & Egilmez, 2012; Mellor & Munn 2014). Nos ultimos anos, IDO-1 é
reconhecida como uma molécula reguladora da imunidade em uma variedade
de situacbes fisiopatolégicas, incluindo infecgbes, transplantes e cancer
(Schmidt & Schultze, 2014; Laurans et al., 2018; Song et al., 2021).

A caracterizacdo de ambientes infecciosos € importante para definir como
a imunidade inata influencia o desenvolvimento subsequente da imunidade
adaptativa. Mecanismos regulatérios que operam em ambos 0s estagios da
imunidade também sao criticos para determinar como a resposta imune ditara a
gravidade de um processo infeccioso. Nesse contexto, exploramos o0s
mecanismos regulatorios exercidos pela enzima IDO-1 através da infeccéo por
M. leprae. No pdlo lepromatoso da hanseniase, a alta expressédo de IDO-1
juntamente com altos niveis de IL-10 e TGF-B podem ser responsaveis pela
reducdo pronunciada da resposta imune celular antigeno-especifica observada
nesses pacientes (De Souza Salles et al., 2011; Moura et al., 2012). No polo
tuberculdide da doenca, onde predomina a expresséo de IFN-y, a IDO-1 seria
induzida principalmente por essa citocina (Andrade et al., 2015) e poderia estar
associada a atividade microbicida, sugerindo que na hanseniase a IDO-1 pode
ter um duplo papel, sendo tolerogénico ou microbicida dependendo do ambiente
e das citocinas envolvidas em sua inducao.

Nas lesGes de pele de pacientes com hanseniase, além dos bacilos

intactos, algumas fracdes de membrana e do citosol de M. leprae, expostas apos
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a morte do parasito, resultante tanto da resposta imune do hospedeiro quanto do
tratamento com PQT, podem ser reconhecidos por diferentes tipos de receptores
de reconhecimento padréao e, consequentemente, desencadearem padrbes de
resposta imune diferentes (Scollard et al., 2006). No presente estudo, além do
uso de M. leprae irradiado, as mDCs foram estimuladas pelas fracdes
antigénicas MLMA e MLSA, de modo a entendermos como as diferentes fracdes
modulam a funcdo de mDCs.

Demonstramos que M. leprae é capaz de induzir um aumento na atividade
de IDO-1 em mDCs quando comparado a células ndo estimuladas. Em paralelo,
a expressao intracelular de IDO-1 foi analisada por citometria de fluxo e
observamos que M. leprae e suas fracbes aumentaram a expressao de IDO-1,
sendo este aumento maior apés estimulacdo com MLMA. Ja foi demonstrado
que a infeccdo por M. tuberculosis leva a regulagcédo positiva da expresséo de
IDO-1 em macréfagos murinos (Blumenthal et al., 2012). Além disso, a atividade
elevada de IDO-1 foi descrita em muitas sindromes inflamatorias cronicas,
incluindo cancer, infec¢bes, alergias e também durante a gravidez (Huang et al.,
2010; Bigenzahn et al., 2017; Zhai et al., 2018; Liu et al., 2021; Esmaeili & Hajavi
2022).

A producéo de citocinas nesses ambientes foi avaliada. Ressalta-se que
entre os estimulos estudados, MLMA induziu um aumento na producao de
citocinas inflamatérias, como TNF e IL-6. Observou-se também que a fracédo
MLMA foi capaz de induzir um aumento na frequéncia de células IDO*TNF*. O
TNF tem sido sugerido como uma das citocinas mais importantes para a inducéo
de IDO-1. A contribuicdo do TNF para a ativacao de IDO-1 induzida por LPS ja
foi observada (Fujigaki et al., 2001). Além disso, o TNF medeia a depresséo
induzida pelo estresse regulando positivamente a enzima IDO-1 (Liu et al., 2015).
O TNF modula a resposta a citotoxicidade e a producdo de citocinas
inflamatorias (Chu, 2013), portanto, nossos dados sugerem que a fracdo MLMA
pode estar envolvida em um efeito microbicida.

A relagdo IDO-1 e IL-10 tem sido descrita na literatura, em estudos de
infecc@o de células por E. coli foi mostrado a associacdo de altos niveis de IDO-
1 e IL-10 (Kassianos et al., 2012). Makala et al. (2011) mostraram que o bloqueio
de IDO-1 diminuiu a producéo de IL-10, o que se correlacionou com a reducéo
da inflamacéo local e da carga parasitaria de Leishmania major. Outro dado
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interessante que mostra essa relacéo, foi evidenciado por Tounsi et al. 2015, que
observaram que a lisofosfatidilcolina (LPC) reverteu o equilibrio imunoldgico IL-
10 versus TNF e IL-6, em direcdo a um fendtipo tolerogénico, através da
regulacéo positiva de IDO-1 (Tounsi et al., 2015). Nossos resultados mostraram
que M. leprae e MLSA induziram um aumento na secrecdo de IL-10, o que
poderia sugerir um efeito regulatério, uma vez que um estudo anterior (Moura et
al., 2012) demonstrou que M. leprae foi capaz de induzir IDO-1 tanto ao de
expressdo génica quanto proteica em mondcitos humanos por um mecanismo
dependente de IL-10.

Sabe-se que os principais ligantes de TLR2 sdo encontrados entre 0s
compostos micobacterianos, incluindo lipoproteinas, lipomanana (LM) e
fosfatidilinositol-manosideos (PIMs). A resposta imune desencadeada pelos
varios glicolipidios ou lipoproteinas micobacterianas nas APCs é equilibrada,
dependendo dos receptores de reconhecimento de padrdo, como por exemplo,
os TLRs, DC-SIGN e receptor de manose, que estdo envolvidos entre uma
resposta inflamatéria protetora caracterizada pela sintese de IL -12 e IFN~, e
uma resposta com liberagdo de IL-10 levando a uma inibicdo de células T
(Moigne et al., 2020).

Nossos dados também mostram que o bloqueio de TNF diminui a
atividade de IDO-1 em mDCs por M. leprae e suas fragbes, diferentemente do
blogueio de IL-10. Esses resultados nos levaram a levantar a hip6tese de que o
TNF ¢é induzido em diferentes niveis por diferentes antigenos presentes no
citosol e na membrana celular do bacilo e que esta citocina € importante para a
expressao e atividade de IDO-1 em mDCs humanas. Em contraste, a IL-10 nao
€ tdo eficiente na inducdo da expressao e atividade de IDO-1 em mDCs como
observado anteriormente em monécitos humanos estimulados com M. leprae
(Moura et al., 2012).

O reconhecimento de componentes da parede celular micobacteriana,
como acucares, lipidios e peptideos, pode induzir os macréfagos a secretar TNF
e outras citocinas essenciais para o0 desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria (Underhill et al., 1999). A ativacdo de TLR2 através de LAM é capaz
de induzir um aumento na producdo de TNF em macrofagos infectados por M.

tuberculosis (De Araujo et al., 2017). Estudos anteriores mostraram ainda que a
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expressdo de IDO-1 em DCs pode ser induzida por citocinas inflamatoérias e
ligantes de TLRs (De Araujo et al., 2017).

Nossos dados mostram que a presenca do agonista de TLR2 (Pam3Cys)
induziu um aumento na expresséo e atividade de IDO-1 em mDCs. Além disso
demonstramos que a auséncia de TLR2 em mDCs foi suficiente para diminuir a
atividade de IDO-1 induzida por M. leprae e por MLMA. Portanto, é possivel que
as lipoproteinas formadoras de membrana do M. leprae induzam IDO-1 em
mDCs por um mecanismo que envolve a ativagao de TLR2, levando a um efeito
microbicida com a produc¢do de citocinas inflamatdrias.

A sinalizacdo via TLR2/1 ativa as células de Schwann humanas, via
lipoproteina de 19 kDa, causa um aumento no numero de células apoptoticas,
producdo de citocinas inflamatorias como IL-6 e IL-8, que podem contribuir para
danos nos tecidos, incluindo danos nos nervos periféricos na hanseniase
(Oliveira et al., 2003). As lipoproteinas de M. tuberculosis, como a del9kD e
ManLAM, séo ligantes de TLR2 e envolvem o desenvolvimento de respostas
imunes regulatérias (Gehring et al., 2003; Liu et al., 2006; Garg et al., 2010).
Estudos anteriores mostraram que o LPC subverte a sinalizagdo mediada por
TLR em DCs, o que impulsiona a diferenciacdo celular para um fendotipo
tolerogénico (Tounsi et al., 2015). Os efeitos tolerogénicos induzidos por IDO-1
dependem da sinalizacdo de JNK induzida por TLR2/6 por Faecalibacterium
prausnitzii e atividade de ectonucleotidase (Alameddine et al., 2019). Nossos
dados demonstraram que M. leprae induz um aumento na expressao e atividade
de IDO-1 em mDCs, e que 0s componentes da membrana do bacilo
desempenham um papel importante neste contexto via sinalizacdo TLR2
associada a producao de citocinas inflamatorias. IDO-1 pode exigir sinalizagédo
TLR-MyD88-NF-kB para promover o desenvolvimento de colite (Shon et al.,
2015). Como a ativacao de NF-k3 depende de MyD88, realizamos ensaios com
um inibidor de MyD88 e observamos que a auséncia de MyD88 em culturas de
mDCs leva a uma diminuigdo da atividade de IDO-1 em culturas estimuladas
com M. leprae e suas fracoes.

Um mecanismo chave envolvido na imunossupressao mediada por mDCs
€ a expressao de IDO-1 (Mellor et al.,, 2017). Nossos dados de co-cultura
mostraram que M. leprae e MLSA, que induziram aumento da secrecéo de IL-

10, sé@o capazes de aumentar a expressdo de linfécitos T reguladores
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CD4'CD25"FOXP3*. A interagdo de DCs com TLR2 e TLR4 infectadas com
Trichinella spiralis, bem como seus produtos excretores-secretores de larvas
musculares (ES L1) promovem a expansédo de células CD4* CD25"9"Foxp3hiah
produtoras de IL-10 e TGF- na forma dependente de IDO-1 (llic et al., 2018).
As DCs tratadas com FICZ (6-Formilindolo(3,2-b)carbazol), um ligante AhR de
alta afinidade, séo capazes de induzir a diferenciacéo de linfocitos T virgens em
células T reguladoras (Jurado-Manzano, 2017). Esses achados fornecem uma
nova visdo sobre os mecanismos do fenétipo tolerogénico induzido pelo receptor
Toll em DCs, o que pode ajudar a entender melhor os processos envolvidos na
inducao e resolucédo da inflamacao crénica e tolerancia.

Estudos recentes demonstraram que 0 sistema imune inato também
trabalha para direcionar a resposta imune adaptativa, ndo apenas apresentando
antigenos, mas também fornecendo os principais sinais para a diferenciacéo de
células T CD4 virgens em subtipos funcionalmente distintos, como Treg e Th17
(Walsh & Mills, 2013). In vitro, a perda do equilibrio Th17/Treg é mediada pela
IDO-1 levando a manutencao de um estado inflamatério cronico pelo HIV (Favre
et al., 2010). O equilibrio imunolégico mediado pelo eixo IDO/AhR é fundamental
para determinar o equilibrio entre as células Th17/Treg e controlar a gravidade
da paracoccidioidomicose pulmonar (De Araujo et al., 2017). Nossos dados
demonstraram que M. leprae induz um aumento na expressao e atividade de
IDO-1 em mDCs, e que os componentes da membrana do bacilo desempenham
um papel importante neste contexto via sinalizacdo de TLR2 associada a
producdo de citocinas inflamatérias. Além disso, demonstramos que essas
mDCs estimuladas com M. leprae e MLSA induzem as células T a um perfil
regulatério por um mecanismo dependente de IDO-1, mas ndo afetam a
producdo de IL-17 (dados ndo mostrados).

Nesse trabalho, demonstramos pela primeira vez uma mudanca
morfologica nas mDCs diferenciadas de pacientes MB quando comparado a
pacientes PB. A expressdao de proteinas CDla em mDCs especifica
subconjuntos funcionalmente distintos com diferentes propriedades inflamatorias
(Simon et al., 2012). Ambos pacientes apresentaram células com expressao
CD1a, corroborando com dados da literatura (Mester et al., 2015). As mDCs de
MB apresentaram-se em forma n&o-arredondada, com varios dendritos, ja as

mDCs de pacientes PB diferenciaram-se de forma mais arredonda. Ja foi
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observado que DCs infectadas com Theileria annulata no décimo quinto dia p6s-
infeccédo diferenciou-se de forma arredondada e em proliferacédo continua (Liu et
al., 2019).

Nosso grupo vem demostrando ao longo dos anos que M. leprae induz o
aumento de IDO-1 em tipos celulares diferentes e levando a funcionalidades
imunologicas diferentes (De Souza Sales et al., 2011; Moura et al., 2012; Oliveira
et al., 2021). Nesse trabalho mostramos que as mDCs de MB induziram um
aumento da expressao de células IDO-1*, quando comparado aos pacientes PB.
Concomitantemente, o soro de MB apresenta significativamente atividade
enzimatica de IDO-1 aumentada. Trabalhos anteriores mostraram que a
imunohistoquimica de biépsias granulomatosas de pele de diferentes doencas
infecciosas detectaram a enzima IDO-1 dentro do infiltrado granulomatoso
inflamatério (Bubnoff et al., 2011). Um trabalho posterior mostrou que a infecgéo
por Paracoccidiodomicose aumentou o numero de pDCs pulmonares
expressando IDO-1, um efeito imunorregulador foi observado com um aumento
de células Treg (Frank de Aradujo et al., 2016). Ja foi observado também que M.
tuberculosis induziu a expressao de IDO-1, em macréfagos e nos pulmdes de
camundongos e macacos com doenca ativa, sendo assim a supressdo da
atividade de IDO-1 reduziu a carga bacteriana, patologia e sinais clinicos de
doenca, levando ao aumento da sobrevida do hospedeiro (Gautam et al., 2018).
Recentemente foi demonstrado que a infec¢do pelo Virus Sincicial Respiratério
(RSV) reduziu a producédo de KYNA e inibiu a transformacao de Tregs Th17 para
Foxp3* (balanco Th17/Treg) pela modulacdo de moléculas de IDO-1 em pDCs
(Jin et al., 2020).

Pacientes PB também apresentaram um aumento na concentracao de
NO. O NO gque é conhecido por contribuir para a patogénese de varias doencas
neuroldgicas tém sido detectado em tecidos e urina de pacientes com (Boga et
al., 2010). O NO desempenha um papel ndo apenas na limitagcdo do crescimento
bacteriano, mas também na limitagcdo das consequéncias imunopatoldgicas da
infeccdo cronica por micobactérias (Elesawy et al., 2015). NO, iNOS, heme
oxigenase (HO-1) e IDO-1 sédo expressos simultaneamente em macréfagos
murinos estimulados com IFN-y e LPS. O NO produzido por iNOS suprime a
expressdo de IDO-1 e também induz a expressédo de HO-1 (Oh et al., 2004).
Estudos in vivo indicam que NO produzido pela INOS inibe a atividade da IDO-1
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interagindo diretamente com ela e promovendo sua degradacao pela via do
proteassoma (Samelson-Jones et al., 2006).

Nossos dados mostraram um aumento na atividade de Arg-1 no soro de
pacientes PB e MB, quando comparados aos voluntarios sadios. J4 foi
observado que macrofagos de pacientes com hanseniase aumentam a
expressado de Arg-1 (De Sousa et al., 2016). Dados mais recentes mostram que
a infeccdo por Leishmania major induziu um aumento na producdo de
quinurenina pela IDO-1 e a atividade da Arg-1 em detrimento da iNOs (Tounsi et
al., 2015).

Os metabolitos do triptofano formados ao longo da via das quinureninas
podem afetar a proliferacdo celular e a funcao tecidual (Matysik-Wozniak et al.,
2017). Mediante a esse contexto realizamos ensaios de viabilidade celular com
as mDCs estimuladas com os metabdlitos AP, KYNA, 3-HAA e QUIN.
Observamos que apenas 3-HAA e QUIN foram capazes de induzir a apoptose
nas mDCs. Dados anteriores mostram que o 3-HAA foi téxico para culturas
primérias de neurdnios de insetos (Cerstiaen et al., 2003). Um outro dado mais
recente demonstrou que concentracdes de 5-20 uyM de QUIN levaram a
diminuicao da viabilidade de células PC12, uma linhagem celular derivada de um
feocromocitoma de rato, e concomitantemente a um aumento da expressao de
proteinas relacionadas a apoptose (Huang et al., 2016). Em relacdo aos
metabolitos de Tryp, apenas o 3-HAA e QUIN levaram a um aumento da
viabilidade do bacilo de maneira significativa. O 3-HAA é um metabdlito que
possui atividade anti-inflamatéria. O pré-tratamento de 3-HAA inibe
acentuadamente a producao de NO e citocinas em culturas de células Raw 264,7
(Lee et al.,, 2016). Um trabalho recente mostrou que alguns extratos de
Mixobactérias, bactérias que pertencem a classe das &-proteobactérias, podem
atenuar significativamente a formacdo de ROS e NO induzidas por QUIN de
neurdnios humanos (Dehhaghi et al., 2019).

Sabe-se que em torno de 95% do triptofano obtido da dieta € metabolizado
pela via das quinureninas, e o restante € oxidado em serotonina e seu derivado,
a melatonina (Botting et al., 1995). Nas Ultimas décadas, varios estudos
documentaram que a melatonina, uma molécula antioxidante natural
amplamente distribuida entre os organismos vivos, desempenha um papel

fundamental na neuroimunomodulacdo (Ren et al., 2017). Além disso, a
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melatonina mostrou ter propriedades oncostaticas e pré-apoptéticas em uma
infinidade de modelos de tumores experimentais e em diferentes linhagens de
células tumorais humanas (Moreno et al.,, 2013). Nao foram observadas
alteragbes na viabilidade das mDCs frente ao estimulo com MEL, porém
observou-se um aumento na viabilidade de M. leprae frente a esse mesmo
estimulo. Dados publicados mostram que a viabilidade de bactérias e a
fagocitose podem ser afetadas por esse metabdlito, uma vez que 1 mM de MEL
apos 60 min de incubacdo aumenta em cerca de 76% o0 numero de
Staphylococcus aureus viaveis dentro do neutréfilo de (De Oliveira Silva et al.,
2006). Um estudo retrospectivo recente forneceu evidéncias de que a infeccao
por COVID-19 pode ser notavelmente menos comum naqueles que usam
melatonina suplementar. Sugere-se que este fen6meno pode refletir o fato de
que, através da inducdo do regulador de informacdo silenciosa 1 (Sirtl), a
melatonina pode regular positivamente a poliubiquitinacdo K63 da proteina de
sinalizacdo antiviral mitocondrial, aumentando assim a inducdo mediada por
virus de interferons tipo 1 (DiNicolantonio et al., 2021).

Alteragbes nos niveis de expressdo de CXCL-10 em leucdcitos,
neutrofilos, eosindéfilos, mondcitos, epitélios e queratindcitos tém sido associadas
a doencas inflamatdrias, incluindo doencas infecciosas (Liu et al., 2011). Em
nossos dados podemos observar que houve uma diminuicdo significativa na
producédo de CXCL-10 quando adicionamos M. leprae viavel a cultura de células
tratadas com 3-HAA e QUIN, em contrapartida, observamos um aumento de
CXCL-10 nas culturas tratadas com MEL. Um dado recente do grupo mostrou
que pacientes com hanseniase que nao reduziram o indice baciloscopico apos
a PQT apresentaram diminuicdo nos niveis séricos de CXCL-10. Além disso,
uma andlise das respostas imunes celulares contra antigenos de M. leprae
revelou que células de pacientes que apresentaram reducdo do indice
baciloscopico apos a liberagédo da PQT aumentaram a producéo de CXCL-10 em
resposta ao M. leprae (Ferreira et al., 2021).

Nossos dados ainda demonstram que o MLV foi capaz de diminuir a
producéo de IL-10 e aumentar a producao de TNF nas culturas estimuladas com
os diferentes metabdlitos de triptofano. Esse efeito antagbnico observado nessas
culturas parece permitir uma maior sobrevivéncia do bacilo em resposta aos

metabdlitos da via. A literatura fala que M. leprae favorece sua infecgéo por
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evocar pouca reacdo do hospedeiro através da inducdo de baixos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, mas uma quantidade substancial de citocinas
imunossupressoras (Suzuki et al., 1993). Corroborando com os nossos dados,
M. leprae vidvel em cultura de macréfagos induziu uma diminuicéo de IL-1 B, IL-
6 e TNF e aumento de IL-10 e expresséo de CD163 (Yang et al., 2016).
Contudo, nossos dados nos levam a imaginar que o eixo IDO-1 induzido
por M. leprae pode desempenhar um papel importante no controle da imunidade
e gravidade da Hanseniase. Em termos clinicos, nossa hipotese € que em
pacientes MB, o alto fluxo de bacilos vivos e mortos induz IDO-1 por um
mecanismo dependente de IL-10, que por sua vez leva a um efeito tolerogénico,
diminuindo a resposta imune celular. Nos pacientes PB, a exposicdo dos
antigenos de membrana do bacilo favorece um contexto semelhante ao descrito
apos a estimulacdo das mDCs com MLMA, ou seja, 0 aumento da IDO-1 devido
a ativacdo do TNF, que consequentemente leva a um aumento da resposta pro-

inflamatoria e pode contribuir para a diminuicdo da carga bacilar.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

M. leprae e suas fragcdes sdo capazes de aumentar a expressao e
atividade de IDO-1 em mDCs.

O TNF é importante na inducdo da atividade da IDO-1 por M. leprae e
suas fragcbes em mDCs.

TLR2 é importante para a inducéo da atividade de IDO-1 em mDCs.

M. leprae e suas fracdes influenciam o perfil tolerogénico dos linfocitos.
As mDCs de pacientes paucibacilares e multibacilares apresentam
diferencas morfoldgica e fenotipicas.

Expresséo e atividade de IDO-1 aumentada em pacientes multibacilares
guando comparado aos paucibacilares.

A concentracdo de NO e atividade de Arg-1 estdo aumentadas em
pacientes paucibacilares.

Os metabdlitos 3-HAA e QUIN afetam a viabilidade das mDCs.

3-HAA, QUIN e MEL foram capazes de aumentar significativamente a
viabilidade de M. leprae.

M. leprae foi capaz de reduzir a concentragdo de CXCL-10 em culturas
estimuladas com 3-HAA e QUIN.

AP e KYNA foram capazes de aumentar significativamente a producao de
IL-10 com a infeccao pelo M. leprae viavel.

M. leprae foi capaz de diminuir significativamente a producdo de TNF
quando as culturas foram estimuladas com todos os metabdlitos

estudados.

81



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adu-Gyamfi CG, Snyman T, Hoffmann CJ, Martinson NA, Chaisson RE, George
JA, et al. Plasma Indoleamine 2, 3-Dioxygenase, a Biomarker for Tuberculosis in
Human Immunodeficiency Virus-Infected Patients. Clin Infect Dis. 2017 Oct
1;65(8):1356-63.

Allegri G, Costa CVL, Bertazzo A, Biasiolo M, Ragazzi E. Enzyme activities of
tryptophan metabolism along the kynurenine pathway in various species of
animals. Farmaco. 2003 Sep 1;58(9):829-36.

Andrade PR, Pinheiro RO, Sales AM, lllarramendi X, De Mattos Barbosa MG,
Moraes MO, et al. Type 1 reaction in leprosy: A model for a better understanding
of tissue immunity under an immunopathological condition. Vol. 11, Expert
Review of Clinical Immunology. Expert Reviews Ltd.; 2015. p. 391-407.

Angela Marques MM, Chitale S, Brennan PJ, Cristina Pessolani M V. Mapping
and Identification of the Major Cell Wall-Associated Components of
Mycobacterium leprae. Vol. 66, INFECTION AND IMMUNITY. 1998.

Antonio de Castro Santos L, Faria L, Fernandes de Menezes R. Contrapontos da
histéria da hanseniase no Brasil: cenarios de estigma e confinamento *.

Attia EA, Abdallah M, El-Khateeb E, Saad AA, Lotfi RA, Abdallah M, EI-Shennawy
D. Serum Th17 cytokines in leprosy: correlation with circulating CD4(+) CD25
(high)FoxP3 (+) T-regs cells, as well as down regulatory cytokines. Arch Dermatol
Res. 2014 Nov;306(9):793-801.

Ball HJ, Sanchez-Perez A, Weiser S, Austin CJD, Astelbauer F, Miu J, et al.
Characterization of an indoleamine 2,3-dioxygenase-like protein found in humans
and mice. Gene. 2007 Jul 1;396(1):203-13.

Ball HJ, Yuasa HJ, Austin CJ, Weiser S, Hunt NH. Indoleamine 2,3-dioxygenase-
2; a new enzyme in the kynurenine pathway. Int J Biochem Cell Biol. 2009
41(3):467-471.

Basombrio, G; Pietro, J. Gay; Kitamura, Kanehiko; Rabello, F. E. A; Wade, H.
W; Cochrane, R. G; Khanolkar, V. R; Latapi, F; Vegas, M; Arnold, Harry. In.
Congresso Internacional de Leprologia, 6. Congresso Internacional de
Leprologia, 6/Memoria. Madrid, Asociacion Internacional de la Lepra, Oct. 1953.
p.75-86.

Bechler, R. G. Hansen versus Neisser: controvérsias cientificas na
‘descoberta’do bacilo da lepra. Histéria, Ciéncias, Saude-Manguinhos, v. 19, n.
3, 2012.

Beers SM, Wit MYL, Klatser PR. The epidemiology of mycobacterium leprae:
Recent insight . FEMS Microbiol Lett. 1996 Mar;136(3):221-30.

82


https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Kitamura,%20Kanehiko%22

Bennett BH, Parker DL, Robson M. Leprosy: steps along the journey of
eradication. Public Health Rep. 2008 Mar-Apr;123(2):198-205.

Bigenzahn S, Juergens B, Mahr B, Pratschke J, Koenigsrainer A, Becker T, et al.
No augmentation of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) activity through
belatacept treatment in liver transplant recipients. Clin Exp Immunol. 2018 May
1;192(2):233-41.

Boer MC, Joosten SA, Ottenhoff TH. Regulatory T-Cells at the Interface between
Human Host and Pathogens in Infectious Diseases and Vaccination. Front
Immunol. 2015; 11(6):217.

Boga P, Shetty VP, Khan Y. Nitric Oxide metabolites in sera of patients across
the spectrum of leprosy. Indian J Lepr, 2010; 82(3): 123-129.

Botting NP. Chemistry and neurochemistry of the kynurenine pathway of
tryptophan metabolism. Chem Soc Rev. 1995;24(6):401-12.

Botting NP. Chemistry and neurochemistry of the kynurenine pathway of
tryptophan metabolism. Chem Soc Rev. 1995;24(6):401-12.

Braga AF, Moretto DF, Gigliotti P, Peruchi M, Vilani-Moreno FR, Campanelli AP,
et al. Activation and cytokine profile of monocyte derived dendritic cells in leprosy:
In vitro stimulation by sonicated Mycobacterium leprae induces decreased level
of IL-12p70 in lepromatous leprosy. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015 Aug
1;110(5):655-61.

Buhrer-Sékula S. PGL-I leprosy serology. Vol. 41, Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical. 2008.

Calvo JR, Gonzalez-Yanes C, Maldonado MD. The role of melatonin in the cells
of the innate immunity: A review. Vol. 55, Journal of Pineal Research. 2013. p.
103-20.

Cardoso CC, Pereira AC, Brito-de-Souza VN, Duraes SMB, Ribeiro-Alves M,
Nery JAC, et al. TNF -308G>A single nucleotide polymorphism is associated with
leprosy among Brazilians: A genetic epidemiology assessment, meta-analysis,
and functional study. J Infect Dis. 2011 Oct 15;204(8):1256—-63.

Carvajal FJ, Mattison HA, Cerpa W. Role of NMDA Receptor-Mediated
Glutamatergic Signaling in Chronic and Acute Neuropathologies. Vol. 2016,
Neural Plasticity. Hindawi Limited; 2016.

Carvalho MS, Dal Mas C, Nunes FS, Yonamine CM, Hayashi MAF. Metabolismo
do triptofano em transtornos mentais: Um enfoque na esquizofrenia. 2017.

Cerstiaens A, Huybrechts J, Kotanen S, Lebeau I, Meylaers K, De Loof A, et al.

Neurotoxic and neurobehavioral effects of kynurenines in adult insects. Biochem
Biophys Res Commun. 2003 Dec 26;312(4):1171-7.

83



Chu WM. Tumor necrosis factor. Vol. 328, Cancer Letters. Elsevier Ireland Ltd;
2013. p. 222-5.

Cocito C, Delville J. Biological, Chemical, Immunological and Staining Properties
of Bacteria Isolated from Tissues of Leprosy Patients. Vol. 1, European Journal
of Epidemiology. 1985.

Couper KN, Blount DG, Riley EM. IL-10: the master regulator of immunity to
infection. J Immunol. 2008 May 1;180(9):5771-7.

Cruz VPD La, Carrillo-Mora P, Santamaria A. Quinolinic acid, an endogenous
molecule combining excitotoxicity, oxidative stress and other toxic mechanisms.
Vol. 5, International Journal of Tryptophan Research. 2013. p. 1-8.

Dagur PK, Sharma B, Kumar G, Khan NA, Katoch VM, Sengupta U, et al.
Mycobacterial antigen(s) induce anergy by altering TCR- and TCR/CD28-induced
signalling events: Insights into T-cell unresponsiveness in leprosy. Mol Immunol.
2010 Feb;47(5):943-52.

de Almeida-Neto FB, Assis Costa VM, Oliveira-Filho AF, de Souza Franco E,
Tavares Julido de Lima EV, Barros de Lorena VM, Oliveira de Souza VM, de
Sousa Maia MB. TH17 cells, interleukin-17 and interferon-y in patients and
households contacts of leprosy with multibacillary and paucibacillary forms before
and after the start of chemotherapy treatment. J Eur Acad Dermatol Venereol.
2015 Jul;29(7):1354-61.

de Araujo EF, Feriotti C, de Lima Galdino NA, Preite NW, Calich VLG, Loures
FV. The IDO-AhR axis controls Th17/Treg immunity in a pulmonary model of
fungal infection. Front Immunol. 2017 Jul 24;8(JUL).

de Araujo EF, Medeiros DH, Galdino NA de L, Condino-Neto A, Calich VLG,
Loures FV. Tolerogenic Plasmacytoid Dendritic Cells Control Paracoccidioides
brasiliensis Infection by Inducting Regulatory T Cells in an IDO-Dependent
Manner. PLoS Pathog. 2016 Dec 19;12(12).

de Mattos Barbosa MG, da Silva Prata RB, Andrade PR, Ferreira H, de Andrade
Silva BJ, da Paixao de Oliveira JA, et al. Indoleamine 2,3-dioxygenase and iron
are required for Mycobacterium leprae survival. Microbes Infect. 2017 Nov
1;19(11):505-14.

de Sousa JR, de Sousa RPM, de Souza Aaréo TL, Dias LB, Carneiro FRO, Fuzii
HT, et al. In situ expression of M2 macrophage subpopulation in leprosy skin
lesions. Acta Trop. 2016 May 1;157:108-14.

de Souza Sales J, Lara FA, Amadeu TP, de Oliveira Fulco T, da Costa Nery JA,

Sampaio EP, et al. The role of indoleamine 2, 3-dioxygenase in lepromatous
leprosy immunosuppression. Clin Exp Immunol. 2011 Aug;165(2):251-63.

84



Dehhaghi M, Tan V, Heng B, Braidy N, Mohammadipanah F, Guillemin GJ.
Neuroprotective Effect of Myxobacterial Extracts on Quinolinic Acid-Induced
Toxicity in Primary Human Neurons. Neurotox Res. 2019 Feb 1;35(2):281-90.

DiNicolantonio JJ, McCarty M, Barroso-Aranda J. Melatonin may decrease risk
for and aid treatment of COVID-19 and other RNA viral infections. Vol. 8, Open
Heart. BMJ Publishing Group; 2021.

Dounay AB, Tuttle JB, Verhoest PR, Paragon A, Environment P. Challenges and
Opportunities in the Discovery of New Therapeutics Targeting the Kynurenine
Pathway.

Dufour JH, Dziejman M, Liu MT, Leung JH, Lane TE, Luster AD. IFN-gamma-
inducible protein 10 (IP-10; CXCL10)-deficient mice reveal a role for IP-10 in
effector T cell generation and trafficking. J Immunol. 2002 Apr 1;168(7):3195-
204.

Elesawy FM, Mikhael NW, Sabry JH. Serum nitric oxide metabolites in leprosy
patients as a parameter of prognostic value. J Egypt Women’s Dermatologic Soc.
2015;12(1):44-8.

Esmaeili SA, Hajavi J. The role of indoleamine 2,3-dioxygenase in allergic
disorders. Vol. 49, Molecular Biology Reports. Springer Science and Business
Media B.V.; 2022. p. 3297-306.

Favre D, Mold J, Hunt PW, Kanwar B, Loke P, Seu L, et al. Tryptophan catabolism
by indoleamine 2, 3-dioxygenase 1 alters the balance of TH17 to regulatory T
cells in HIV disease. Sci Transl Med. 2010;2(32).

Ferreira H, Mendes MA, de Mattos Barbosa MG, de Oliveira EB, Sales AM,
Moraes MO, et al. Potential Role of CXCL10 in Monitoring Response to
Treatment in Leprosy Patients. Front Immunol. 2021 Jul 20;12.

Fiocruz, Saude e ciéncia para todos. Hanseniase. Agéncia Fiocruz de Noticias,
2013. Disponivel em: http://www.agencia.fiocruz.br/hanseniase. Acesso em: 14-
12-2021.

Fiocruz, 2021. Disponivel em:
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cqilua.exe/sys/start.htm?infoid=3758&sid=32.
Acesso em: 10-12-202.

Frehell C, Rastogi2 N. Mycobacterium leprae Surface Components Intervene in
the Early Phagosome-Lysosome Fusion Inhibition Event. Vol. 55, INFECTION
AND IMMUNITY. 1987.

Fujigaki S, Saito K, Sekikawa K, Tone S, Takikawa O, Fujii H, et al.

Lipopolysaccharide induction of indoleamine 2,3-dioxygenase is mediated
dominantly by an IFN-g-independent mechanism.

85


http://www.agencia.fiocruz.br/hanseniase
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=3758&sid=32

Garg A, Barnes PF, Roy S, Quiroga MF, Wu S, Garcia VE, et al. Mannose-
capped lipoarabinomannan- and prostaglandin E2-dependent expansion of
regulatory T cells in human Mycobacterium tuberculosis infection. Eur J Immunol.
2008 Feb;38(2):459-69.

Gautam US, Foreman TW, Bucsan AN, Veatch A V., Alvarez X, Adekambi T, et
al. In vivo inhibition of tryptophan catabolism reorganizes the tuberculoma and
augments immune-mediated control of Mycobacterium tuberculosis. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2018 Jan 2;115(1):E62-71.

Gehring AJ, Rojas RE, Canaday DH, Lakey DL, Harding C V., Boom WH. The
Mycobacterium tuberculosis 19-kilodalton lipoprotein inhibits gamma interferon-
regulated HLA-DR and FcyR1 on human macrophages through toll-like receptor
2. Infect Immun. 2003 Aug 1;71(8):4487-97.

Gilad E, Wong HR, Zingarelli B, Virag L, O'Connor M, Salzman AL, Szabd C.
Melatonin inhibits expression of the inducible isoform of nitric oxide synthase in
murine macrophages: role of inhibition of NFkappaB activation. FASEB J. 1998
Jun;12(9):685-93.

Godal T, Myrvang B, Froland SS, Shao J, Melaku G. Evidence that the
mechanism of immunological tolerance ("central failure™) is operative in the lack
of host resistance in lepromatous leprosy. Scand J Immunol. 1972;1(4):311-21.

Goulart IMB, Cardoso AM, Santos MS, Goncalves MA, Pereira JE, Goulart LR.
Detection of Mycobacterium leprae DNA in skin lesions of leprosy patients by
PCR may be affected by amplicon size. Arch Dermatol Res. 2007 Aug;299(5—
6):267—71.

Han XY, Silva FJ. On the age of leprosy. PLoS Negl Trop Dis. 2014;8(2):e2544.

Harden JL, Egilmez NK. Indoleamine 2,3-dioxygenase and dendritic cell
tolerogenicity. Immunol Invest. 2012 Aug;41(6—7):738-64.

Hasan Z, Mahmood A, Zafar S, Khan AA, Hussain R. Leprosy patients with
lepromatous disease have an up-regulated IL-8 response that is unlinked to TNF-
alpha responses. Int J Lepr Other Mycobact Dis. 2004 Mar;72(1):35-44.

Hayashi T, Mo JH, Gong X, Rossetto C, Jang A, Beck L, Elliott GI, Kufareva I,
Abagyan R, Broide DH, Lee J, Raz E. 3-Hydroxyanthranilic acid inhibits PDK1
activation and suppresses experimental asthma by inducing T cell apoptosis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2007 Nov 20;104(47):18619-24.

Hirai KE, Aardo TL de S, Silva LM, de Sousa JR, de Souza J, Dias LB, et al.
Langerhans cells (CDla and CD207), dermal dendrocytes (FXllla) and
plasmacytoid dendritic cells (CD123) in skin lesions of leprosy patients. Microb
Pathog. 2016 Feb 1;91:18-25.

Hu P, Hunt NH, Arfuso F, Shaw LC, Uddin MN, Zhu M, et al. Increased
indoleamine 2,3-dioxygenase and quinolinic acid expression in microglia and

86



mdller cells of diabetic human and rodent retina. Investig Ophthalmol Vis Sci.
2017 Oct 1;58(12):5043-55.

Huang X, Yang K, Zhang Y, Wang Q, Li Y. Quinolinic acid induces cell apoptosis
in PC12 cells through HIF-1-dependent RTP801 activation. Metab Brain Dis.
2016 Apr 1;31(2):435-44.

Hunter SW, Fujiwara T, Brennan PJ. Structure and antigenicity of the major
specific glycolipid antigen of Mycobacterium leprae. J Biol Chem.
1982;257(24):15072-8.

Hussain T. Leprosy and tuberculosis: An insight-review. Vol. 33, Critical Reviews
in Microbiology. 2007. p. 15-66.

llic N, Gruden-Movsesijan A, Cvetkovic J, Tomic S, Vucevic DB, Aranzamendi C,
et al. Trichinella spiralis excretory-secretory products induce tolerogenic
properties in human dendritic cells via toll-like receptors 2 and 4. Front Immunol.
2018 Jan 24;9(JAN).

Ito T, Handa H. Deciphering the mystery of thalidomide teratogenicity. Vol. 52,
Congenital Anomalies. 2012. p. 1-7.

Iwasaki A, Medzhitov R. Regulation of adaptive immunity by the innate imune
system. Science. 2010; 327(5963):291-5.

JinL, Hu Q, HuY, Chen Z, Liao W. Respiratory syncytial virus infection reduces
kynurenic acid production and reverses thl7/treg balance by modulating
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) molecules in plasmacytoid dendritic cells.
Med Sci Monit. 2020 Dec 2;26.

Jurado-Manzano BB, Zavala-Reyes D, Turrubiartes-Martinez EA, Portales-Pérez
DP, Gonzalez-Amaro R, Layseca-Espinosa E. FICZ generates human tDCs that
induce CD4+ CD25high Foxp3+ Treg-like cell differentiation. Immunol Lett. 2017
Oct 1;190:84-92.

Kalinski P, Hilkens CM, Wierenga EA, Kapsenberg ML. T-cell priming by type-1
and type-2 polarized dendritic cells: the concept of a third signal. Immunol Today.
1999 Dec;20(12):561-7.

Kamath S, Vaccaro SA, Rea TH, Ochoa MT. Recognizing and managing the
immunologic reactions in leprosy. Vol. 71, Journal of the American Academy of
Dermatology. Mosby Inc.; 2014. p. 795-803.

Kassianos AJ, Hardy MY, Ju X, Vijayan D, Ding Y, Vulink AJE, et al. Human
CD1c (BDCA-1) + myeloid dendritic cells secrete IL-10 and display an immuno-
regulatory phenotype and function in response to Escherichia coli. Eur J Immunol.
2012 Jun;42(6):1512-22.

87



Krutzik SR, Ochoa MT, Sieling PA, Uematsu S, Ng YW, Legaspi A, et al.
Activation and regulation of Toll-like receptors 2 and 1 in human leprosy. Nat
Med. 2003 May 1;9(5):525-32.

Krutzik SR, Tan B, Li H, Ochoa MT, Liu PT, Sharfstein SE, Graeber TG, Sieling
PA, Liu YJ, Rea TH, Bloom BR, Modlin RL. TLR activation triggers the rapid
differentiation of monocytes into macrophages and dendritic cells. Nat Med. 2005
Jun;11(6):653-60.

Kumar S, Nagvi RA, Ali R, Rani R, Khanna N, Rao DN. CD4+CD25+ T regs with
acetylated FoxP3 are associated with immune suppression in human leprosy.
Mol Immunol. 2013 Dec 31;56(4):513-20.

Kumar A, Parkash O, Girdhar BK. Analysis of antigens of Mycobacterium leprae
by interaction to sera IgG, IgM, and IgA response to improve diagnosis of leprosy.
Biomed Res Int. 2014 :283278.

Lastéria JC, de Abreu MAMM. Leprosy: Review of the epidemiological, clinical,
and etiopathogenic aspects - Part 1. An Bras Dermatol. 2014;89(2):205-18.

Laurans L, Venteclef N, Haddad Y, Chajadine M, Alzaid F, Metghalchi S, et al.
Genetic deficiency of indoleamine 2,3-dioxygenase promotes gut microbiota-
mediated metabolic health. Nat Med. 2018 Aug 1;24(8):1113-20.

Le Moigne V, Roux AL, Jobart-Malfait A, Blanc L, Chaoui K, Burlet-Schiltz O, et
al. A TLR2-Activating Fraction From Mycobacterium abscessus Rough Variant
Demonstrates Vaccine and Diagnostic Potential. Front Cell Infect Microbiol. 2020
Aug 27;10.

Lee DJ, Sieling PA, Ochoa MT, Krutzik SR, Guo B, Hernandez M, et al. LILRA2
Activation Inhibits Dendritic Cell Differentiation and Antigen Presentation to T
Cells. J Immunol. 2007 Dec 15;179(12):8128-36.

Lee K, Kwak JH, Pyo S. Inhibition of LPS-induced inflammatory mediators by 3-
hydroxyanthranilic acid in macrophages through suppression of PI3K/NF-kB
signaling pathways. Food Funct. 2016 Jul 1;7(7):3073-82.

Lee WS, Lee SM, Kim MK, Park SG, Choi IW, Choi I, et al. The tryptophan
metabolite 3-hydroxyanthranilic acid suppresses T cell responses by inhibiting
dendritic cell activation. Int Immunopharmacol. 2013;17(3):721-6.

Leprae M, Hunter SW, Fujiwaras T, Brennang PJ. Structure and Antigenicity of
the Major Specific Glycolipid Antigen of. Vol. 257, THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY Printed in U.S.A. 1982.

Li Y, Hu N, Yang D, Oxenkrug G, Yang Q. Regulating the balance between the

kynurenine and serotonin pathways of tryptophan metabolism. FEBS J. 2017 Mar
1;284(6):948—66.

88



Liu H, Komai-Koma M, Xu D, Liew FY. Toll-like receptor 2 signaling modulates
the functions of CD4 CD25 regulatory T cells [Internet]. 2006. Available from:
www.pnas.orgcgidoil0.1073pnas.0601554103

Liu J, Rashid M, Wang J, Liu A, Guan G, Li Y, et al. Theileria annulata
transformation altered cell surface molecules expression and endocytic function
of monocyte-derived dendritic cells. Ticks Tick Borne Dis. 2020 May 1;11(3).

Liu M, Guo S, Hibbert JM, Jain V, Singh N, Wilson NO, et al. CXCL10/IP-10 in
infectious diseases pathogenesis and potential therapeutic implications. Vol. 22,
Cytokine and Growth Factor Reviews. 2011. p. 121-30.

Liu S, Hong L, Li Y, Lian R, Wang X, Zeng Y. Association between endometrial
indoleamine 2,3-dioxygenase expression level and pregnancy outcomes in
women undergoing first in vitro fertilization treatment. BMC Pregnancy Childbirth.
2021 Dec 1;21(1).

Liu YN, Peng YL, Lei-Liu, Wu TY, Zhang Y, Lian YJ, et al. TNFa mediates stress-
induced depression by upregulating indoleamine 2,3-dioxygenase in a mouse
model of unpredictable chronic mild stress. Eur Cytokine Netw. 2015;26(1):15—
25.

Lobato J, Costa MP, Reis Ede M, Goncalves MA, Spencer JS. Comparison of
three immunological tests for leprosy diagnosis and detection of subclinical
infection. Lepr Rev 2011; 82: 389-401.

Lombardi C, T Martolli CM, Almeida Silva S, Gil Suarez RE. La eliminacion de la
lepra de las Américas: situacion actual y perspectivas.

Maeda N, Nigou J, Herrmann JL, Jackson M, Amara A, Lagrange PH, et al. The
cell surface receptor DC-SIGN discriminates between Mycobacterium species
through selective recognition of the mannose caps on lipoarabinomannan. J Biol
Chem. 2003 Feb 21;278(8):5513-6.

Majumdar T, Sharma S, Kumar M, Hussain MA, Chauhan N, Kalia I, et al.
Tryptophan-kynurenine pathway attenuates B-catenin-dependent pro-parasitic
role of STING-TICAM2-IRF3-IDO1 signalosome in Toxoplasma gondii infection.
Cell Death Dis. 2019 Mar 1;10(3).

Makala LHC, Baban B, Lemos H, El-Awady AR, Chandler PR, Hou DY, et al.
Leishmania major attenuates host immunity by stimulating local indoleamine 2,3-
dioxygenase expression. J

Marques MAM, Espinosa BJ, Xavier Da Silveira EK, Pessolani MC V.,
Chapeaurouge A, Perales J, et al. Continued proteomic analysis of
Mycobacterium leprae subcellular fractions. Proteomics. 2004 Oct;4(10):2942—
53.

89



Marques MAM, Neves-Ferreira AGC, Xavier Da Silveira EK, Valente RH,
Chapeaurouge A, Perales J, et al. Deciphering the proteomic profile of
Mycobacterium leprae cell envelope. Proteomics. 2008 Jun;8(12):2477-91.

Martinez AN, Britto CFPC, Nery JAC, Sampaio EP, Jardim MR, Sarno EN, et al.
Evaluation of real-time and conventional PCR targeting complex 85 genes for
detection of Mycobacterium leprae DNA in skin biopsy samples from patients
diagnosed with leprosy. J Clin Microbiol. 2006 Sep;44(9):3154-9.

Martinez AN, Lahiri R, Pittman TL, Scollard D, Truman R, Moraes MO, et al.
Molecular determination of Mycobacterium leprae viability by use of real-time
PCR. J Clin Microbiol. 2009;47(7):2124-30.

Martinez AN, Ribeiro-Alves M, Sarno EN, Moraes MO. Evaluation of qPCR-
Based assays for leprosy diagnosis directly in clinical specimens. PLoS Negl Trop
Dis. 2011 Oct;5(10).

Martiniuk F, Giovinazzo J, Tan AU, Shahidullah R, Haslett P, Kaplan G, Levis
WR. Lessons of leprosy: the emergence of TH17 cytokines during type I
reactions (ENL) is teaching us about T-cell plasticity. J Drugs Dermatol. 2012
May;11(5):626-30.

Matysik-Wozniak A, Paduch R, Turski WA, Maciejewski R, Jinemann AG,
Rejdak R. Effects of tryptophan, kynurenine and kynurenic acid exerted on
human reconstructed corneal epithelium in vitro. Pharmacol Reports. 2017 Aug
1;69(4):722-9.

Mellor AL, Lemos H, Huang L. Indoleamine 2,3-Dioxygenase and tolerance:
Where Are We Now? Vol. 8, Frontiers in Immunology. Frontiers Media S.A.; 2017.

Mellor AL, Munn DH. IDO expression by dendritic cells: Tolerance and tryptophan
catabolism. Vol. 4, Nature Reviews Immunology. 2004. p. 762-74.

Mester B, Bauer E, Wood CE, Hermans IF, Gasser O. Expression of CD1a and
type-1 polarization are dissociated in human monocyte-derived dendritic cells.
PL0S One. 2015 Oct 13;10(10).

Mi Z, Liu H, Zhang F. Advances in the Immunology and Genetics of Leprosy. Vol.
11, Frontiers in Immunology. Frontiers Media S.A.; 2020.

Ministério da Saude, Brasil. Secretaria de Politicas de Saude. Departamento de
Atencédo Béasica. Guia para o Controle da hanseniase. Brasilia, 2002. Disponivel
em: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_de hanseniase.pdf.
Acesso em 14 de janeiro de 2022.

Ministério da Saude. Manual de prevencao de incapacidades / elaboracéo: area
técnica de dermatologia, 2010.

90



Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiolégica. Guia de procedimentos técnicos: baciloscopia em
hanseniase. Brasilia, 2010b.

Ministério da Saude, Brasil. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Doencas de Condi¢cbes Cronicas e Infeccbes Sexualmente Transmissiveis.
Boletim Epidemioldgico: Hanseniase. Brasilia, 2020.

Ministério da Saude, Brasil. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Doencas de Condicbes Crobnicas e Infeccdes Sexualmente Transmissiveis.
Boletim Epidemioldgico: Hanseniase. Brasilia, 2021.

Misch EA, Berrington WR, Vary JC, Hawn TR. Leprosy and the Human Genome.
Microbiol Mol Biol Rev. 2010 Dec;74(4):589-620.

Modlin RL, Hofman FM, Horwitz DA, Husmann LA, Gillis S, Taylor CR, et al. In
situ identification of cells in human leprosy granulomas with monoclonal
antibodies to interleukin 2 and its receptor. J Immunol. junho de
1984;132(6):3085-90.

Mondanelli G, Ugel S, Grohmann U, Bronte V. The immune regulation in cancer
by the amino acid metabolizing enzymes ARG and IDO. Vol. 35, Current Opinion
in Pharmacology. Elsevier Ltd; 2017. p. 30-9.

Monot M, Honoré N, Garnier T, Araoz R, Coppée JY, Lacroix C, et al. On the
origin of leprosy. Science (80-). 2005 May 13;308(5724):1040-2.

Montoya D, Modlin RL. Learning from Leprosy. Insight into the human innate
immune response. In: Advances in Immunology. Academic Press Inc.; 2010. p.
1-24.

Moreno ACR, Clara RO, Coimbra JB, Julio AR, Albuquergue RC, Oliveira EM, et
al. The expanding roles of 1-methyl-tryptophan (1-MT): In addition to inhibiting
kynurenine production, 1-MT activates the synthesis of melatonin in skin cells.
FEBS J. 2013 Oct;280(19):4782-92.

Moura DF, de Mattos KA, Amadeu TP, Andrade PR, Sales JS, Schmitz V, et al.
CD163 favors Mycobacterium leprae survival and persistence by promoting anti-
inflammatory pathways in lepromatous macrophages. Eur J Immunol. 2012
Nov;42(11):2925-36.

Muranski P, Restifo NP. Essentials of Th17 cell commitment and plasticity. Blood.
2013 Mar 28;121(13):2402-14.

Murray RA, Siddiqui MR, Mendillo M, Krahenbuhl J, Kaplan G. Mycobacterium
leprae Inhibits Dendritic Cell Activation and Maturation. J Immunol. 2007 Jan
1;178(1):338-44.

Naafs Bernard. Clinical aspects of the reversal reaction. Hansenologia
Internationali. Hansen. Int. Special 1998.

91



Noordeen SK. Leprosy research and elimination.

Oliveira MLW, Oliveira GP, Andrade VLG. Gradual setting up multidrug therapy
in Brazil. Int J Lepr 1989; 57(Suppl.): 333.

Oh GS, Pae HO, Choi BM, Chae SC, Lee HS, Ryu DG, et al. 3-Hydroxyanthranilic
acid, one of metabolites of tryptophan via indoleamine 2,3-dioxygenase pathway,
suppresses inducible nitric oxide synthase expression by enhancing heme
oxygenase-1 expression. Biochem Biophys Res Commun. 2004 Aug
6;320(4):1156-62.

Okuda S, Nishiyama N, Saito H, Katsuki H. 3-Hydroxykynurenine, an
Endogenous Oxidative Stress Generator, Causes Neuronal Cell Death with
Apoptotic Features and Region Selectivity. Vol. 70, J. Neurochem. 1998.

Oliveira Penna G, A S Domingues CM, Bosco Siqueira Jr J, Nilce M Elkhoury AS,
Cechinel MP, Aparecida de Faria Grossi M, et al. Dermatological diseases of
compulsory notification in Brazil Médico dermatologista-Doutor em Medicina
Tropical-Médico e pesquisador do [Internet]. Vol. 86, An Bras Dermatol. 2011.
Available from: www.saude.gov.br/sinanweb.

Oliveira JAP, Gandini M, Sales JS, Fujimori SK, Barbosa MGM, Frutuoso VS, et
al. Mycobacterium leprae induces a tolerogenic profile in monocyte-derived
dendritic cells via TLR2 induction of IDO. J Leukoc Biol. 2021 Jul 1;110(1):167—
76.

Oliveira RB, Ochoa MT, Sieling PA, Rea TH, Rambukkana A, Sarno EN, et al.
Expression of toll-like receptor 2 on human schwann cells: A mechanism of nerve
damage in leprosy. Infect Immun. 2003 Mar 1;71(3):1427-33.

Palermo ML, Pagliari C, Trindade MAB, Yamashitafuji TM, Duarte AJS, Cacere
CR, et al. Increased expression of regulatory T cells and down-regulatory
molecules in lepromatous leprosy. Am J Trop Med Hyg. 2012 May;86(5):878-83.

Pannikar VK, Arunthathi S, Chacko CJ, Fritschi EP. A clinico-pathological study
of primary neuritic leprosy. Lepr India. 1983 Apr; 55(2): 212-21.

Patnaik N, Agarwal S, Sharma S, Sharma S, Pandhi D, Resident S. 201767
Evaluation of apoptosis in skin biopsies of patients of borderline leprosy and lepra
type 1 reaction [Internet]. Available from: http://www.e

Pereira GFM. Guia para o controle da Hanseniase. Ministério da Saude,
Secretaria de Politicas de Saude, Departamento de Atengao Basica; 2002. 89 p.

Pioli C, Caroleo MC, Nistico G, Doria G. Melatonin increases antigen presentation
and amplifies specific and non specific signals for T-cell proliferation. Int J
Immunopharmacol. 1993 May;15(4):463-8.

Platten M, Ho PP, Youssef S, Fontoura P, Garren H, Hur EM, Gupta R, Lee LY,
Kidd BA, Robinson WH, Sobel RA, Selley ML, Steinman L. Treatment of

92



autoimmune neuroinflammation with a synthetic tryptophan metabolite. Science.
2005 Nov 4;310(5749):850-5.

Ress RFW. The microbiology of leprosy. In: Hastings RC (ed) Leprosy, 1st
edition, Churchill Livingtone Inc, New York. 1985.

Ren W, Liu G, Chen S, Yin J, Wang J, Tan B, et al. Melatonin signaling in T cells:
Functions and applications. Vol. 62, Journal of Pineal Research. Blackwell
Publishing Ltd; 2017.

Ridley D S, Jopling W H. Classification of leprosy according to immunity. A
five-group system. International Journal of Leprosy and Other Mycobacterium
Diseases, 1966, 34(3):255-273.

Rivoire BL, TerLouw S, Groathouse NA, Brennan PJ. The Challenge of
Producing Skin Test Antigens with Minimal Resources Suitable for Human
Application against a Neglected Tropical Disease; Leprosy. PLoS Negl Trop
Dis. 2014;8(5).

Robinson CM, Shirey KA, Carlin JM. Synergistic Transcriptional Activation of
Indoleamine Dioxygenase by IFN-y and Tumor Necrosis Factor-a. J Interferon
Cytokine Res. 2005 Jan;25(1):20-30.

Sadhu S, Khaitan BK, Joshi B, Sengupta U, Nautiyal AK, Mitra DK. Reciprocity
between Regulatory T Cells and Th17 Cells: Relevance to Polarized Immunity in
Leprosy. PLoS Negl Trop Dis. 2016 Jan 11;10(1).

Samelson-Jones BJ, Yeh SR. Interactions between nitric oxide and indoleamine
2,3-dioxygenase. Biochemistry. 2006 Jul 18;45(28):8527-38.

Sampaio SAP, Rivitti EA.Dermatologia. 3a ed. Sao Paulo: Artes médicas; 2008,
Capitulo 41, Hanseniase; p.625-51.

Santos MB, de Oliveira DT, Cazzaniga RA, Varjao CS, dos Santos PL, Santos
MLB, et al. Distinct Roles of Th1l7 and Thl Cells in Inflammatory Responses
Associated with the Presentation of Paucibacillary Leprosy and Leprosy
Reactions. Scand J Immunol. 2017 Jul 1;86(1):40-9.

Sasai M, Pradipta A, Yamamoto M. Host immune responses to Toxoplasma
gondii. Int Immunol. 2018 Mar 1;30(3):113-9.

Schmidt S V., Schultze JL. New insights into IDO biology in bacterial and viral
infections. Front Immunol. 2014;5(AUG):1-12.

Schwarcz R, Bruno JP, Muchowski PJ, Wu HQ. Kynurenines in the mammalian

brain: When physiology meets pathology. Vol. 13, Nature Reviews Neuroscience.
2012. p. 465-77.

93



Scollard DM, Adams LB, Gillis TP, Krahenbuhl JL, Truman RW, Williams DL. The
continuing challenges of leprosy. Vol. 19, Clinical Microbiology Reviews. 2006. p.
338-81.

Sehrawat S, Rouse BT. Tregs and infections: on the potential value of modifying
their function. J Leukoc Biol. 2011 Dec;90(6):1079-87.

Shepard CC. Temperature Optimum of Mycobacterium leprae in Mice. Vol. 90,
journal of bacteriology. 1965.

Shon WJ, Lee YK, Shin JH, Choi EY, Shin DM. Severity of DSS-induced colitis
Is reduced in ldol-deficient mice with down-regulation of TLR-MyD88-NF-kB
transcriptional networks. Sci Rep. 2015 Nov 27;5.

Silva SDO, Carvalho SRQ, Ximenes VF, Okada SS, Campa A. Melatonin and its
kynurenin-like oxidation products affect the microbicidal activity of neutrophils.
Microbes Infect. 2006 Feb;8(2):420-5.

Simon T, Gogolak P, Kis-T6th K, Jelinek |, Laszl6 V, Rajnavélgyi E. Histamine
modulates multiple functional activities of monocyte-derived dendritic cell subsets
via histamine receptor 2. Int Immunol. 2012 Feb 1;24(2):107-16.

Song X, Si Q, Qi R, Liu W, Li M, Guo M, et al. Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1: A
Promising Therapeutic Target in Malignant Tumor. Vol. 12, Frontiers in
Immunology. Frontiers Media S.A.; 2021.

Spencer JS, Kim HJ, Wheat WH, Chatterjee D, Balagon MV, Cellona RV, Tan
EV, Gelber R, Saunderson P, Duthie MS, Reece ST, Burman W, Belknap R, Mac
Kenzie WR, Geluk A, Oskam L, Dockrell HM, Brennan PJ; IDEAL Consortium.
Analysis of antibody responses to Mycobacterium leprae phenolic glycolipid I,
lipoarabinomannan, and recombinant proteins to define disease subtype-specific
antigenic profiles in leprosy. Clin Vaccine Immunol. 2011 Feb;18(2):260-7.

Stone TW. Kynurenines in the CNS: from endogenous obscurity to therapeutic
importance. Vol. 64, Progress in Neurobiology. 2001.

Suzuki K, Fukutomi Y, Matsuoka M, Torii K, Hayashi H, Takii T, et al. Differential
Production of Interleukin 1 (IL-1), IL-6, Tumor Necrosis Factor, and IL-1 Receptor
Antagonist by Human Monocytes Stimulated with Mycobacterium leprae and M.
bovis BCGL1. International Journal of Leprosy. Vol. 61.

Talhari C, Talhari S, Penna GO. Clinical aspects of leprosy. Clin Dermatol. 2015
Jan-Feb;33(1):26-37.

Tedder P, Rea TH, Modlin RL, Peter A Sieling SA, Jullien D, Dahlem M. Host
Immunity Leprosy Lesions: Correlation with Effective CD1 Expression by
Dendritic Cells in Human. Vol. 162, J Immunol. 2021.

Tounsi N, Meghari S, Moser M, Djerdjouri B. Lysophosphatidylcholine
exacerbates Leishmania major-dendritic cell infection through interleukin-10 and

94



a burst in arginasel and indoleamine 2,3-dioxygenase activities. Int
Immunopharmacol. 2015;25(1):1-9.

Trautman JR. Bulletin of the new york academy of medicine a brief history of
hansen’s disease*. Vol. 60. 1983.

Trinchieri G. Interleukin-10 production by effector T cells: Thl cells show self
control. J Exp Med. 2007;204(2):239-243.

Underhill DM, Ozinsky A, Smith KD, Aderem A. Toll-like receptor-2 mediates
mycobacteria-induced proinflammatory signaling in macrophages. 1999.

Vissa VD, Brennan PJ. The genome of Mycobacterium leprae: a minimal
mycobacterial gene set. Genome Biol. 2001;2(8).

Vladmir Aradjo Opromolla D. Simpdsio: Hanseniase 30: 345-350, jul./set. 1997.

Volpe E, Servant N, Zollinger R, Bogiatzi SI, Hupé P, Barillot E, Soumelis V. A
critical function for transforming growth factor-beta, interleukin 23 and
proinflammatory cytokines in driving and modulating human T(H)-17 responses.
Nat Immunol. 2008 Jun;9(6):650-7.

Von Bubnoff D, Scheler M, Wilms H, Wenzel J, Von Bubnoff N, Hacker G, et al.
Indoleamine  2,3-dioxygenase-expressing myeloid dendritic cells and
macrophages in infectious and noninfectious cutaneous granulomas. J Am Acad
Dermatol. 2011 Oct;65(4):819-32.

Walsh KP, Mills KHG. Dendritic cells and other innate determinants of T helper
cell polarisation. Vol. 34, Trends in Immunology. 2013. p. 521-30.

World Health Organization. Global leprosy (Hansen disease) update, 2019: time
to step-up prevention initiatives; 2020. Disponivel em:
https://www.who.int/publications/i/item/who-wer9536. Acessado em 30 de marco
de 2022.

Wu H, Gong J, Liu Y. Indoleamine 2, 3-dioxygenase regulation of immune
response (Review). Vol. 17, Molecular Medicine Reports. Spandidos
Publications; 2018. p. 4867—73.

Yang D, Shui T, Miranda JW, Gilson DJ, Song Z, Chen J, et al. Mycobacterium
leprae-Infected Macrophages Preferentially Primed Regulatory T Cell Responses
and Was Associated with Lepromatous Leprosy. PLoS Negl Trop Dis. 2016 Jan
11;10(2).

Zaher SS, Germain C, Fu H, Larkin DF, George AJ. 3-hydroxykynurenine
suppresses CD4+ T-cell proliferation, induces T-regulatory-cell development,
and prolongs corneal allograft survival. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2011 Apr
22;52(5):2640-8.

95



Zamparoni V. Leprosy: Disease, isolation, and segregation in colonial
Mozambique. Hist Ciencias, Saude - Manguinhos. 2017 Jan 1;24(1):13-39.

Zhai L, Ladomersky E, Lenzen A, Nguyen B, Patel R, Lauing KL, et al. IDO1 in
cancer: a Gemini of immune checkpoints. Vol. 15, Cellular and Molecular
Immunology. Chinese Soc Immunology; 2018. p. 447-57.

Zhu J, Paul WE. Peripheral CD4+ T-cell differentiation regulated by networks of
cytokines and transcription factors. Immunol Rev. 2010; 238(1):247-62.

96



8. ANEXOS

8.1 Artigo Cientifico

DOI: 10.1002/JLBAAO0320-188R

ARTICLE

JOURNAL OF
JLBLEUKOCYTE
BIOLOGY

Mycobacterium leprae induces a tolerogenic profile in
monocyte-derived dendritic cells via TLR2 induction of IDO

Jéssica A. P.Oliveira! |

Maria C. V. Pessolani? |

1 eprosy Laboratory, Oswaldo Cruz Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil

2Laboratory of Cellular Microbiology, Oswaldo
Cruz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de
Janeiro, Brazil

3Laboratory for Development and Analytical
Validation, Oswaldo Cruz Foundation,
Farmanguinhos, Rio de Janeiro, Brazil

4Cascalho-Platt Laboratory, Department of
Surgery, University of Michigan, Ann Arbor,
Michigan, USA

SImmunopharmacology Laboratory, Oswaldo
Cruz InstituteOswaldo Cruz Foundation, Rio de
Janeiro, Brazil

Correspondence

Roberta Olmo Pinheiro, Researcherin Public
Health, Leprosy Laboratory, Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil.
Email:robertaclmo@gmail.corm;

rolmo@ioc fiocruz.br

1 | INTRODUCTION

Leprosy is a chronic infectious disease, which mainly affects the
peripheral nerves and skin. The disease is caused by Mycobac-
terium leprae, an obligate intracellular parasite that predominantly
infects macrophages, endothelial cells, and Schwann cells, being
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Abstract

Theenzyme IDO-1 isinvolvedin the first stage of tryptophan catabolism and has been described in
both microbicidal and tolerogenic microenvironments. Previous data from our group have shown
that IDO-1 is differentially regulated in the distinctive clinical forms of leprosy. The present study
aims to investigate the mechanisms associated with IDO-1 expression and activity in human
monocyte-derived dendritic cells (mDCs) after stimulation with irradiated Mycobacterium leprae
and its fractions. M. leprae and its fractions induced the expression and activity of IDO-1 in human
mDCs. Among the stimulistudied, irradiated M. leprae and its membrane fraction (MLMA) induced
the production of proinflammatory cytokines TNF and IL-6 whereas irradiated M. leprae and its
cytosol fraction (MLSA) induced an increase in IL-10. We investigated if TLR2 activation was nec-
essary for IDO-1 induction in mDCs. We observed that in cultures treated with a neutralizing anti-
TLR2 antibody, there was a decrease in IDO-1 activity and expression induced by M. leprae and
MLMA. The same effect was observed when we used a MyD88 inhibitor. Our data demonstrate
that coculture of mDCs with autologous lymphocytes induced an increase in regulatory T (Treg)
cell frequency in MLSA-stimulated cultures, showing that M. leprae constituents may play oppo-
siteroles that may possibly be related to the dubious effect of IDO-1in the different clinical forms
of disease. Our data show that M. leprae and its fractions are able to differentially modulate the
activity and functionality of IDO-1 in mDCs by a pathway that involves TLR2, suggesting that this

enzyme may play an important role in leprosy immunopathogenesis.

KEYWORDS

dendritic cells, IDO, lepromatous leprosy, leprosy, Mycobacterium leprae, reversal reaction

the unique specie of mycobacteria capable of infecting peripheral
nerves.!

Previous studies have demonstrated that M. leprae induces an
increase in the gene and protein expression of the enzyme IDO-1 in
human monocytes.2 IDO-1isanintracellular enzyme that catalyzes the
early stage of tryptophan (trp) catabolism along the kynurenine (kyn)

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; HCV, Hepatitis C virus; HTLV, Human T cell lymphotropic virus; IDO, Indoleamine 2,3-dioxygenase; kyn, kynurenine; 1-MT, 1-methyl tryptophan; MLMA,
M. leprae membrane fraction; MLSA, M. leprae cytosol fraction; mDCs, monocyte-derived dendritic cells; PBMCs, Peripheral blood mononuclear cells; TLR, Toll-like receptor; trp, tryptophan;
Tregs, regulatory T cells; VDRL, Venereal Disease Research Laboratory test.
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pathway.? Several cell types such as macrophages, epithelial cells, and
dendritic cells (DCs) express IDO-1 that can be induced by proinflam-
matory cytokines, such as IFN-y, TLR ligands, such as LPS, and inter-
actions between immune cells through costimulatory molecules such
as CD80 and CD86.5-3 It is known that IDO-1 can affect immunity
through two nonexclusive mechanisms: the establishment of a local
response with “amino acid deprivation” that inhibits pathogen growth
and the production of trp metabolites with immunomodulatory func-
tions or cytotoxic agents that inhibit T-cell activation and modulate
the differentiation of naive T cells into regulatory T cells (Tregs).®”

Our group has previously demonstrated a significant increase of
IDO-1incells present in skinlesions of patients with multibacillary lep-
rosy (lepromatous leprosy) compared to patients with the paucibacil-
lary form (tuberculoid leprosy).8-10 Lipoproteins (19 and 33 kDa)
present in M. leprae plasma membrane are well known to activate
monocytes and DCs through TLR2.11 Analyses of skin lesions from
leprosy patients show that TLR2 is strongly expressed in cells of pau-
cibacillary patients, in contrast to poor expression in cells from multi-
bacillary patient lesions.1! A subsequent study showed that activation
of TLR2/1 leads to rapid differentiation of human peripheral mono-
cytesin CD1b* DCs inpaucibacillary patients and in DC-SIGN* cells in
multibacillary patients,12 suggesting that TLR-induced monocyte dif-
ferentiation in macrophages or DCs influences the host response to
M. leprae infection. Here, we investigated the ability of M. leprae and
subcellular fractions to modulate IDO-1 expression and activity as well
as their capacity to induce a tolerogenic or microbicidal phenotype in
human monocyte-derived dendritic cells (mDCs).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Obtaining buffy coats

Buffy coats were obtained from healthy blood donors in the hemother-
apy service of Clementino Fraga Filho University Hospital of the
Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ) through a technical-
scientific partnership approved by the Research Ethics Committee of
the Oswaldo Cruz Foundation (approval number: 1.538.467). Inclu-
sion and exclusion criteria were the same as those used for screen-
ing in blood banks, and volunteers under 18 yr of age whose serologic
screening was positive for hepatitis B (HbsAg and anti-HBc), hepatitis
C(HCV),AIDS (HIV-1/2 Ag + Ab combined test), Chagas disease (anti-
Trypanosoma cruzi), syphilis ((Venereal Disease Research Laboratory)—
nontreponemal), (Human T-cell lymphotropic virus)-l and HTLV-II,
malaria, and CMV were excluded.

2.2 | Obtaining human dendritic cells differentiated
from monocytes

Human PBMCs were obtained under endotoxin-free conditions by the
Ficoll-Paque PLUS method (GE, Chicago, lllinois, USA). PEMCs were
labeled with CD14 magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) microbeads for 15 min at 4°C and passed through a

positive separation column. After monocyte separation, CD 147 cells
were cultured in the presence of medium containing IL-4 (10 ng/ml)
and GM-CSF (50 ng/ml) (PeproTech, Cranbury, NJ, USA) for 6d at 37°C
with 5% CO,. After this time the nonadherent cells (mDCs) were then
counted and plated.

2.3 | Cell culture stimuli and infection

mDCs were stimulated with 0.1, 1, or 10 ug/ml of irradiated M. lep-
rae, and its membrane (MLMA) and cytosol fractions (MLSA) (BEI
Resources [NIH/ATCC], Manassas, VA, USA, 200 uM of the IDO
inhibitor 1-methyl-D-trytophan (1-MT, SigmaAldrich, Saint Louis, MO,
USA), 500 pug/ml of the anti-human TNF (PeproTech), 100 ug/ml of the
anti-human IL-10 (PeproTech), 10 ug/ml of the TLR2 agonist Pam3Cys-
Ser-(Lys)4 (SigmaAldrich), 100 uM of the inhibitory peptide for MyD88
homodimerization (IMGENEX, San Diego, CA, USA), or 1 ug/ml of Mab-
mTLR2 (InvivoGen, San Diego, CA, USA), and incubated for 24 h at
37°Cin 5% CO,. M. leprae and its fractions were tested for purity and
the absence of endotoxin. According to the limulus amebocyte lysate
assay (Lonza, Basel, Switzerland), all stimuli used for in vitro cultures
were shown to contain less than 0.1 U/ml endotoxin.

2.4 | Flowcytometry

Panels of antibodies used for phenotypic detection and intracellular
cytokine detection are described in Table 1. Following stimulation,
1 x 10% mDCs were transferred from the plate to cytometry mini-
tubes. Cells were washed and then fixed (2% paraformaldehyde). Sub-
sequently, mDCs were permeabilized (0.15% saponinin PBS) and incu-
bated for 30 min at 4°C with their respective antibodies. At the end of
the incubation, cells were washed, suspended, and cell phenotype was
evaluated by flow cytometry (FACS Aria llu, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA). For each sample, a minimum of 10,000 events were
acquired. The analysis was performed using the FlowJo software.

2.5 | ELISA

Supernatants were tested for the presence of TNF, IL-6, IL-10,
IL-12, and IL-15 cytokines using commercially available ELISA
(eBioscience, San Diego, CA, USA) following the protocols supplied by
the manufacturer.

2.6 | HPLC

Determination of IDO-1 activity in mDC culture supernatants was per-
formed by determination of kyn and trp levels!3 by HPLC. In an Eppen-
dorf tube, 165 pl of culture supernatant were homogenized with 5 ul
tyrosine and 25 ul Trichloroacetic acid (TCA). The tubes were then
centrifuged for 10 min at 15,800 xg. After centrifugation, the super-
natant was collected and 50 ul were injected into the reverse phase
C18 column. Run detection was performed at 365 nm to detect kyn
and 285 nm for trp and the internal normalizer tyrosine. IDO activity
was assessed by the ratio of kyn to trp.
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Antibody Clone Catalogue number
CD14 61D3 120149-42
HLA-DR G46-6 555811
CD11c 3.9 301606
CD209 eB-h209 11-209973
CD86 1T22 15-0869-71
CD83 HB1Se 305320
CD304 ADS5-17F6 130-090-200
CcD123 6H6 306012

IDO 700838 IC5030P
TNF-x MAb11 561023
IL-10 127107 1C2172A

2.7 | Coculture of mDCs and lymphocytes

To assess the functional role of IDO-1, mDCs were obtained as
described earlier and plated in 96-well plates (2 x 104). After the
stimulus period, autologous lymphocytes were added at a ratio of
1 (mDC):20 (lymphocytes) for 5 d at 37°C 5% CO,. Subsequently,
cells were harvested, washed, and labeled with anti-FoxP3 Alexa Fluor
488/CD4 PE-Cy5/CD25 PE antibodies according to the specifications
of the True-Nuclear Human Treg Flow Kit (BioLegend, San Diego, CA,
USA). Cellswere analyzed by flow cytometry (FACS Aria llu).

2.8 | Statistical analysis

Analyses of the experiments were performed by Kruskal-Walistest or
1-way ANOVA. For all statistical analyses the value of P < 0.05 was con-
sidered significant. Statistical analyses were performed using the Win-
dows GraphPad Prism version 8.0 software (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

3 | RESULTS

3.1 | M.lepraeincreases IDO-1 expression and
activity in mDCs

Previous data from our group have demonstrated that M. leprae
induces the expression and activity of IDO-1 in human monocytes.®
In order to investigate whether M. leprae and its fractions are capa-
ble of modulating IDO-1 protein expression in mDCs, cells were stim-
ulated with M. leprae, MLMA, or MLSA for 24 h. DCs were analyzed by
flow cytometry to evaluate IDO-1 expression (Fig. 1A) and a panel of
specific markers was used to confirm their differentiation (Supporting
Information Fig. S1A-R). M. leprae and MLMA fraction were efficient
in inducing IDO-1 expression at 10 ug/ml, but not MLSA (Fig. 1B, C).
The kyn/trp ratio in the supernatants reflects IDO-1 activity. To con-
firm if the enzymatic activity of IDO-1was also modulated by different
mycobacterial stimuli, the kyn/trp ratio in the supernatants was ana-

Company Fluorochrome
eBioscience PE

BD Biosciences FITC
BioLegend PE
eBioscience FITC
eBioscience PE-Cy5
BioLegend PerCP-Cy5.5
Miltenyi Biotec APC
BioLegend APC

R&D Systems (Minneapolis, PE

MN, USA)

BD eBioscience AlexaFluor700
R&D APC

lyzed by HPLC. As observed in Fig. 1D, M. leprae (0.3 + 0.02 in ML vs.
0.05 +0.01inNS,P=0.01) and MLMA (0.24 + 0.01 in MLMA vs. 0.05
+0.01in NS, P=0.02) were able to significantly increase the enzymatic
activity of IDO-1, but the same was not observed with the MLSA frac-
tion. These datashow that antigens present in membrane of the bacilli

are able to induce 1DO-1 activity.

3.2 | TNFisimportantinthe induction of IDO-1
activity by M. leprae and its fractions inmDCs

Analysis of TNF* cells by flow cytometry revealed that the MLMA frac-
tion was able to induce an increase in the frequency of double positive
IDO-1*TNF* cells when compared with nonstimulated cells (8.35 +
2.17 in MLMA vs. 0.92 £ 0.24 in NS, P=0.022) (Fig. 2A-E). However,
neither M. leprae nor its fractions were able to induce an increase in
the frequency of IDO-17% IL-10™ cells (Supporting Information Fig. S2).
Cytokine concentrations in the culture supernatants of mDCs stim-
ulated with M. leprae, MLSA and MLMA for 24 h were evaluated by
ELISA. As observed in Figure 3, M. leprae was not able to significantly
modulate the production of the cytokines tested. However, MLMA was
able to induce a significant increase in TNF, IL-6, and I1L-12 concentra-
tions (Fig. 3A, C,) when compared to nonstimulated cells. In contrast,
MLSA induced an increase inIL-10 levels (Fig. 3B). There wasnochange
in IL-15 production by mDCs after the stimuli with M. leprae and its
fractions (not shown).

TNF, which is normally present in infectious environments, syn-
ergistically enhances IFN-y-induced 1DO-1 activity.'* Because the
stimulation with MLMA, induced an increase in TNF and stimulation
with MLSA-induced IL-10, we investigated the role of both IL-10 and
TNF in the induction of IDO-1 expression and activity by M. leprae and
its fractions on mDCs. As shown in Figure 4, the blockade of TNF in
cultures stimulated with M. leprae or its fractions led to a significant
decrease in IDO-1 activity in mDCs cultures, suggesting an important
role of this cytokine in the induction of IDO-1 by M. leprae and its
fractions. The same effect was not observed after IL-10 blockade
(Fig. 4A-C).
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FIGURE 1 IDO-1 activity and expression in human monocyte-derived dendritic cells (mDCs). The differentiated mDCs were plated (1 x 10°

cells perwell). (A) Gate strategy for flow cytometry analysis. (B) mDCs were stimulated with M. leprae (ML), membrane fraction of M. leprae (MLMA),
or soluble fraction of M. leprae (MLSA) at 0.1, 1, 10, or 50 ug/ml, for 24 h. After this time, cells were labeled with anti-IDO-1 intracellular anti-
body. Acquisition was performed in a BD FACS Aria llu flow cytometer and analysis performed using FlowJo software. NS—unstimulated cell. The
graph shows the percentage of IDO-1-positive mDC of three independent experiments performed in triplicate. (C) Representative histograms of
mDCs stimulated with ML or its fractions. (D) Supernatants from cell cultures were collected and 1DO-1 activity was assessed by the kynure-
nine/tryptophan ratio (kyn/trp) by HPLC. The plot represents the mean + sb of three independently performed experiments. *P < 0.05; **P < 0.01;

and ***P <0.001

3.3 | TLR2isimportant for the induction of IDO-1
activityinmDCs

M. leprae membrane contains lipoproteins that can activate TLR2
signaling triggering an inflammatory response®>!® and therefore a
role for this signaling pathway on IDO-1 induction in stimulated mDCs
was investigated. As observed in Figure 5A, the blockade of TLR2
decreased |IDO- 1 activity induced by M. leprae and its fractions, demon-
strating that 1DO-1 activity and expression in M. leprae-stimulated
mDCs is TLR2 dependent. The TLR2 agonist Pam3Cys was used as pos-
itive control, suggesting that TLR2 pathway is involved in IDO-1 induc-
tioninmDCs (0.25 +0.01 in ML vs.0.03 + 0.01inML + TLR2, P=0.20;
0.20 £ 0.02 in MLMA vs. 0.01 + 0.002 in MLMA + TLR2, P= 0.0L;
0.13 + 0.03 in MLSA vs. 0.02 + 0.006 in MLSA + TLR2, P = 0.01). In
addition, we used a peptide inhibitor of the MyD88 pathway in parallel
to a peptide control of the same pathway. A decrease in IDO-1 activity
was observed when the inhibitory peptide was added to the cultures

(0.22 + 0.03 in ML vs. 0.02 + 0.005 in ML + eMyD88, P = 001; 0.18
+ 002 in MLMA vs. 0.05 + 0.005 in MLMA + aMyD88, P = 0.007;
0.08 = 0.02 in MLSA vs. 0.01 + 0.007 in MLSA + «MyD88, P = 0.03)
(Fig. 5B).

3.4 | M.leprae and its fractions influence the
tolerogenic profile of lymphocytes

In order to verify whether the increase in IDO-1 expression and activ-
ity influenced the lymphocyte phenotype after priming by the mDCs, a
coculture assay was performed in which the mDCs stimulated with M.
leprae and its fractions were cultivated with autologous lymphocytes in
a proportion of 20 lymphocytes:1 mDC.

Through flow cytometric analysis (Supporting Information Fig.
S3; Fig. 6A-H), an overall increase in Treg frequencies in MLSA or
ML-stimulated mDCs cocultures was observed. Inhibition of IDO-1
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FIGURE 2 MLMAis able toincrease the frequency of IDO-17TNF* human monocyte-derived dendritic cells (mDCs). DCs differentiated from
monocytes were plated (1 x 10° cells per well) and stimulated with M. leprae (ML), membrane fraction of M. leprae (MLMA), and soluble fraction of
M. leprae (MLSA) at 10 ug/ml, for 24 h, or not (NS—unstimulated cell). Cells were labeled with anti-IDO-1PE and Alexa Fluor 700 TNF intracellular
antibodies. Acquisition was performed in a BD FACS Aria llu flow cytometer and analysis performed using FlowJo software. Analysis is represen-
tative of cells from a donor from four experiments. For each sample, a minimum of 10,000 events were analyzed. *P < 0.05 (Mann-Whitney)

activity significantly abrogated Treg differentiation for those stimuli,
suggesting that acquisition of the regulatory profile during cocultures
may be IDO-1 dependent (9.19 +2.20 in ML vs.0.24 + 0.10 in ML +
IMT, P = 0.007 and 7.32 + 0.73 in MLSA vs. 0.24 + 0.10 in MLSA +
1MT, P=0.007) (Fig. é1).

4 | DISCUSSION

The characterization of infectious environments is important to
define how innate immunity influences the subsequent development
of adaptive immunity. Regulatory mechanisms that operate at both
stages of immunity are also critical in determining how the immune
response will dictate the severity of an infectious process. In this
context, we have explored the regulatory mechanisms exerted by the
enzyme |DO-1during M. leprae infection. At the lepromatous leprosy
pole, high IDO-1 expression along with high levels of IL-10 and TGF-5
could be responsible for the pronounced reduction of the antigen-
specific cellular immune response observed in these patients.28 At
the tuberculoid pole of the disease, where the expression of [FN-y
predominates, |DO-1 would be induced mainly by this cytokinel®

and could be associated with microbicidal activity, suggesting that
in leprosy 1DO-1 may have a dual role, being tolerogenic or micro-
bicidal depending on the environment and the cytokines involved in
itsinduction.

In skin lesions of leprosy patients, in addition to intact bacilli,
some mycobacterial fractions from the membrane and the M. lep-
rae cytosol exposed after bacterial death, which may be a result of
both the host immune response and the treatment, should induce
immune responses. Thus, in addition to the use of irradiated M. lep-
rae, mDCs were stimulated by the MLMA and MLSA, mimicking the
tissue microenvironment.

We are the first to demonstrate that M. leprae is able to induce IDO-
1 activity in mDCs when compared to unstimulated cells. In parallel,
the intracellular expression of IDO-1 was analyzed by flow cytometry
and we observed that M. leprae and its fractions were able to increase
IDO-1 expression, with a higher increase after MLMA stimulation, but
not MLSA. It has already been shown that M. tuberculosis infection
leads to up-regulation of IDO-1 expression in murine macrophages.”
In addition, elevated IDO-1 activity was described in many chronic
including cancer, infections,

inflammatory syndromes, allergies,

and pregnancy.1®
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FIGURE 3 Differential cytokine production in cell supernatants from MLMA or MLSA-stimulated human monocyte-derived dendritic cells
(mDCs). mDCs were plated (1 x 10° cells per well) and stimulated with M. leprae (ML), membrane fraction of M. leprae (MLMA), and soluble fraction
of M. leprae (MLSA) at 10 ug/ml, for 24 h, or not (NS—unstimulated cell). (A-D) Supernatants from these cultures were then collected and TNF, IL-6,
IL-10, and IL-12 concentrations were evaluated by ELISA. Graphs represent the mean + sD of four independently perfor med experiments. *P < 0.05
(1-way ANOVA)
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FIGURE 4 Importance of TNFin the induction of IDO-1 activity in M. leprae-stimulated human monocyte-derived dendritic cells (mDCs). mDCs
were plated (1 x 105 cells per well) and 1 h prior to challenge, anti-human IL-10 (100 gg/ml) or anti-human TNF (500 wg/ml) neutralizing anti-
bodies were added at cultures followed by stimuli: M. leprae (ML), membrane fraction of M leprae (MLMA), or soluble fraction of M. leprae (MLSA)
were added 10 ug/ml or not (NS—nonstimulated cell). After 24 h, supernatants were collected and IDO-1 activity was assessed by the kynure-
nine/tryptophan ratio (kyn/trp) by HPLC. The plot represents the mean = sD of four independently performed experiments. *P < 0.05 (Kruskal-
Wallis)
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FIGURE5 TLR2isimportantininducing IDO-1 activity in human monocyte-derived dendritic cells (nDCs). mDCs were plated (1 x 10° cells per
well) and 1 h prior to challenge, anti-human TLR2 (1 ug/ml) neutralizing antibody or MyD88 peptide inhibitor (MyD88i; IMGENEX) (100 M) was
added, followed by stimuli: M. leprae (ML), membrane fraction (MLMA), or soluble fraction (MLSA) was added at 10 pg/ml, TLR2 agonist Pam3Cys
was used as positive control (10 wg/ml) for 24 h at 37°C 5%C0O5,. Controls are nonstimulated cultures. Supernatants from these cultures were
collected and IDO-1 activity was assessed by the kynurenine/tryptophan ratio (kyn/trp) by HPLC. The plot represents the mean + sD of five inde-

pendently performed experiments. *P < 0.05 (Mann-Whitney)

The production of cytokines in these environments was evaluated.
It should be noted that among the stimuli studied, MLMA significantly
induced an increase in the production of inflammatory cytokines,
such as TNF, IL-6, and IL-12. It was also observed that the MLMA
fraction induced an increase in the frequency of IDO*TNF+ cells.
TMF has been suggested to be one of the most important cytokines
for the induction of IDO-1. The contribution of TNF to the activation
of IDO-1 induced by LPS has already been observed.'® In addition,
TMF mediates stress-induced depression by positively regulating the
IDO-1 enzyme.2® As TNF modulates the response to cytotoxicity and
the production of inflammatory cytokines, 2! our data suggest that the
MLMA fraction may be involved in a microbicidal effect.

Our results showed that M. leprae and MLSA led to an increase
in IL-10 secretion, which could suggest a regulatory effect, because
an earlier study’ demonstrated that M. leprae is able to induce the
gene and protein expression of IDO-1 in human monocytes by an IL-
10-dependent mechanism. In leprosy, IL-15 induces the vitamin D-
dependent antimicrobial pathway and this ability is consistent with the
expression of this cytokine in self-limited tuberculoid lesions.Z2 Here,
we investigated the secretion of this cytokine in cell supernatants
and observed that there was no change between the stimuli used
(not shown).

Our data also show that blocking TNF decreases IDO-1 activity
in mDCs by M. leprae and its fractions, unlike IL-10 blockade. These
results led us to hypothesize that TNF is induced at different levels
by different antigens present in cytosol and on bacilli cell membrane
and that this cytokine is important for IDO-1 expression and activity
in human mDCs. In contrast, IL-10 is not as efficient in inducing IDO-
1 expression and activity in mDCs as observed previously in human
monocytes stimulated with M. leprae.2

Recognition of components of the mycobacterial cell wall, such
as sugars, lipids, and peptides can induce macrophages to secrete
TNF and other cytokines like IL-12 that are essential for the devel-
opment of an inflammatory response.?® TLR2, activated by lipoarabi-
nomannan, is required for the induction of TNF in macrophages by
M. tuberculosis. Previous studies have further shown that the expres-
sion of IDO-1 in DCs can be induced by inflammatory cytokines and
TLR ligands.®

Lipoproteins from M. tuberculosis, such as 19 kD and mannose-
capped lipoarabinomannan, are TLR2 ligands that trigger the devel-
opment of regulatory immune responses.24-26 Previous studies have
shown that lysophosphatidylcholine subverts TLR-mediated signaling
in DCs, which drives cell differentiation to a tolerogenic phenotype.Z”
In addition, it was demonstrated that tolerogenic effects induced by
IDO-1 depend on TLR2/6-induced JNK signaling by Faecalibacterium
prausnitzii and ectonucleotidase activity.28 Our data demonstrated
that M. leprae induces an increase in IDO-1 expression and activity
in mDCs, and that the membrane components of the bacilli play an
important role in this context via TLR2 signaling associated with the
production of inflammatory cytokines. We cannot exclude the involve-
ment of TLR4 on |DO-1 activation induced by M. leprae. Although M.
leprae is an acid-fast intracellular gram-positive bacillus, there are evi-
dences that it can activate TLR4.2? Mycobacterial glycolipids such as
the lipooligosaccharides contain the lipid A portion, which is responsi-
ble for the LPS interaction with TLR4.

IDO-1 may require TLR-MyD88-NF-xB signaling to promote the
development of colitis.®® Because NF-xB activation depends on
MyD88 we performed assays using a MyD88 inhibitor, and we
observed that the absence of MyD88 in cultures of mDCs leads to a
decrease in the activity of IDO-1 also suggesting it might be the case.
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FIGURE 6 Increased regulatory T (Treg) cell expression by M. leprae and MLSA. Human monocyte-derived dendritic cells (mDCs) were plated

(1 x 10* cells per well) and stimulated with M. leprae (ML), membrane fraction of M. leprae (MLMA) and soluble fraction of M. leprae (MLSA) at 10
ug/ml, for 24 h, or 1IMT (IDO inhibitor—1 h before other stimuli) or not (NS—unstimulated cell). Cells were washed and the autologous lympho-
cytes (20 lymphocytes:1 mDC) were cultured for 5 d. Cells were then labeled with intracellular anti-CD4, CD25, and FoxP3 or isotype antibodies.
Acquisition was performed by BD FACS Aria llu flow cytometry and analysis performed using FlowJo software. Analysis is representative of cells
from adonor from four experiments. For each sample, a minimum of 10,000 events were analyzed. *P < 0.05 (Mann-Whitney)

A key mechanism involved in mDCs-mediated immunosuppression
is the expression of IDO-1.31 The interaction of DCs with TLR2 and
TLR4 treated with ES L1 (excretory-secretory muscle larvae) pro-
motes the expansion of CD4+ CD25"&"Foxp3"#" producing IL-10 and
TGF-§ cells in an IDO-1-dependent form.32 The é-formylindolo[3,2-
blcarbazole-treated DCs are able to induce differentiation of naive
T lymphocytes into regulatory-like T cells.3® Our coculture data
showed that M. leprae is capable of enhancing the expression of
Treg CD4+CD25+*FOXP3* lymphocytes by an IDO- 1-dependent form.
MLSA, which increased IL-10 secretion, is capable of enhancing the
expression of Treg by an IDO-1-independent form. It has also been
shown that lepromatous patients increase the expression of Treg

cells, one factor that may explain the large number of bacilli in these
individuals.34 These findings provide a new insight into the mecha-
nisms of TLR-induced tolerogenic phenotype in DCs, which may help
to better understand the processes involved in the induction and reso-
lution of chronic inflammation and tolerance.

Together, M. leprae-induced IDO-1 axis may play an important role
in controlling the immunity and severity of leprosy. In clinical terms,
our hypothesis is that in multibacillary patients, the high flow of living
and dead bacilli induces IDO-1 by an IL-10-dependent mechanism that
in turn leads to a tolerogenic effect, decreasing the cellular immune
response. In paucibacillary patients and in the reaction episodes, the
exposure of bacillimembrane antigens favors a context similar to that
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described by mDCs stimulation with MLMA, that is, the increase of
IDO-1 due to the activation of TNF and IL-12, which consequently
leads to an increase in the pro-inflammatory response and could con-
tribute to adecrease in bacillary load.
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