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A hanseniase € uma doenca infecciosa crénica em que o nivel de resposta imune do
hospedeiro contra o agente etiologico, Mycobacterium leprae, determina a
manifestacdo clinica da doenca. Os linfécitos T reguladores (Tregs) suprimem a
resposta efetora para prevenir danos teciduais, acdo que pode contribuir para
persisténcia de patdégenos como o M. leprae. Apesar do provavel envolvimento da
modulacdo negativa da resposta imune na patogénese da hanseniase, o0s
mecanismos envolvidos nessa regulacdo ainda ndo estdo claros. Por isso, nosso
objetivo foi caracterizar fenotipicamente linfécitos T CD8* e CD4*, incluindo Tregs e
linfécitos T efetores (Tefs) de pacientes paucibacilares (PB) e multibacilares (MB) de
hanseniase, assim como doadores saudaveis de area endémica (SAE). Avaliamos as
células mononucleares sanguineas totais (ex vivo) e ap0s estimulacdo de 7h com
sonicado de M. leprae para identificacéo de linfocitos T especificos para antigenos de
M. leprae. A investigagao da razao de Tregs/Tefs mostrou que o grupo MB apresenta
alteracdo no balanco entre essas subpopula¢des tanto em contexto ex vivo quanto
antigeno-especifico. Na analise ex vivo, observamos aumento da raz&o no grupo MB
guando comparado com o grupo SAE tanto em relacéo as células de memoaria totais
quanto subpopulacdes CXCR3". Isto sugere que mesmo em condi¢bes imunes nao
especificas, o balanco entre essas subpopula¢gdes tende em direcao aos Tregs nestes
pacientes. Na analise antigeno-especifica, detectamos aumento da frequéncia de
Tregs antigeno-especificos (AgTregs) no grupo PB e reducao da frequéncia de Tefs
antigeno-especificos (AgTefs) no grupo MB. A avaliagdo da razdo de AgTregs/AgTefs
mostrou aumento progressivo da razdo do grupo SAE para o grupo PB, culminando
com o grupo MB. Os doadores SAE apresentaram predominancia de resposta celular
efetora, enquanto os pacientes PB apresentaram equilibrio entre essas duas
subpopula¢des. Por outro lado, os pacientes MB apresentaram resposta tolerogénica
dominante contra o bacilo, isto €, o nimero de AgTregs excede o de AgTefs, o que &
compativel com a imunossupressao da resposta efetora contra o M. leprae. Além
disso, identificamos que os AgTregs de pacientes expressaram moléculas inibidoras
associadas a vias de supressdo dos Tregs, sugerindo mecanismos de supressao
ativos na hanseniase. A avaliacdo dos linfécitos T CD8* também mostrou menor
frequéncia de linfocitos T CD8*CXCR3* totais, assim como linfocitos CD8*
respondedoras ao bacilo nos pacientes MB, sugerindo que a resposta CD8* esta
debilitada nesses pacientes. Por fim, padronizamos a metodologia para obtencéo de
linfécitos T viaveis de pele humana e identificamos Tregs provenientes de lesGes de
pele por citometria de fluxo e imunofluorescéncia.
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Natasha Cabral

Leprosy is a chronic infectious disease in which the level of the host's immune
response against the etiologic agent, Mycobacterium leprae, determines the
clinical manifestation of the disease. Regulatory T cells (Tregs) suppress the
effector response to prevent tissue damage, an action that may contribute to the
persistence of pathogens such as M. leprae. Despite the likely involvement of
negative modulation of the immune response in the pathogenesis of leprosy, the
mechanisms involved in this regulation are still unclear. Therefore, our main was
to phenotypically characterize CD8* and CD4* T cells, including Tregs and
effector T cells (Teffs) from paucibacillary (PB) and multibacillary (MB) leprosy
patients, as well as healthy donors from an endemic area (HD). We evaluated the
total blood mononuclear cells (ex vivo) and after 7h stimulation with M. leprae
sonicate to identify T cells specific for M. leprae antigens. The investigation of the
Tregs/Teffs ratio showed that the MB group presents alterations in the balance
between these subpopulations both in ex vivo and antigen-specific contexts. In
the ex vivo analysis, we observed an increase in the ratio in the MB group when
compared to the HD group, both relation to total memory cells and CXCR3*
subpopulations. This suggests that even under non-specific immune conditions,
the balance between these subpopulations tends towards Tregs in these
patients. In the antigen-specific analysis, we detected an increase in the
frequency of antigen-specific Tregs (AgTregs) in the PB group and a reduction in
the frequency of antigen-specific Tefs (AgTeffs) in the MB group. The evaluation
of the AgTregs/AgTeffs ratio showed a progressive increase in the ratio from the
SAE group to the PB group, culminating in the MB group. HD showed a
predominance of effector response, while PB patients showed balance between
these two subpopulations. On the other hand, MB patients showed a dominant
tolerogenic response against the bacillus, that is, the number of AgTregs exceeds
that of AgTefs, which is compatible with the immunosuppression of the effector
response against M. leprae. Furthermore, we identified that AgTregs from
patients expressed inhibitory molecules associated with Treg suppression
pathways, suggesting active suppression mechanisms in leprosy. The evaluation
of CD8" T cells also showed a lower frequency of total CD8*CXCR3* T cells, as
well as CD8* T cells responding to the bacillus in MB patients, suggesting that
the CD8" response is impaired in these patients. Finally, we standardized the
methodology for obtaining viable T lymphocytes from human skin and identified
Tregs from skin lesions by flow cytometry and immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

1.1.1 Considerag¢des gerais

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica que afeta a humanidade ha
milhares de anos. A evidéncia cientifica mais antiga € um esqueleto humano de quatro
mil anos na India com caracteristicas patologicas associadas a hanseniase
lepromatosa (2). Em 1869, o médico noruegués Gerhard Hansen elaborou uma
audaciosa hipétese a partir de suas observacdes epidemiologicas e propbs que a
hanseniase era causada por um organismo. Em 1873, Hansen identificou bacilos em
amostras de pele de pacientes e descreveu pela primeira vez o principal
microrganismo causador da hanseniase, o0 Mycobacterium leprae (3).

A hanseniase causa danos na pele e nervos periféricos, manifestando-se em
um espectro de formas clinicas que estédo associadas a resposta imune do hospedeiro
contra o bacilo. Ap6s um longo periodo de incubacéo, surgem o0s sinais clinicos da
doenga, como lesdes de pele com perda de sensibilidade e neuropatia periférica (5).
O M. leprae também pode afetar olhos, mucosas e 6rgédo internos. Casos mais
avancados e sem tratamento provocam grande estigma social devido as alteracbes
na face como nodulos, infiltracdes difusas e perda de pelos, assim como deformidades
fisicas debilitantes (6).

Até recentemente, acreditava-se que 0 Unico agente etiologico da hanseniase
fosse o M. leprae. Contudo, uma segunda espécie, Mycobacterium lepromatosis, foi
descoberta no México em 2008 (7). Embora ambas as bactérias possuam aspectos
microbiolégicos assim como caracteristicas clinicas e histopatoldgicas semelhantes,
a distribuicdo geografica dos casos € bastante diferente (6). Enquanto os casos da
doenca causado pelo M. leprae séo diagnosticados pelo mundo todo, os casos de M.
lepromatosis sao raros e concentrados principalmente no México e regides do Caribe
(8). No Brasil, a infeccao por M. lepromatosis ja foi identificada em amostras de tecido
de pacientes com a forma lepromatosa difusa, entretanto, o M. leprae é o agente
causador predominante da hanseniase no pais (9).

A dificuldade de identificacdo da fonte de infeccdo devido ao longo periodo de
incubacédo da doenca e a impossibilidade de cultivo in vitro do M. leprae em condi¢des

axénicas sdo obstaculos para o completo esclarecimento da cadeia de transmissao
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do bacilo (10). E amplamente aceito que a transmissdo do M. leprae ocorre quando
uma pessoa susceptivel inala aerossois, goticulas e secrecdes nasais expelidas por
pacientes (11-15). O envolvimento da mucosa nasal na disseminacdo da doenca é
evidenciado por estudos que mostram que pacientes multibacilares sdo capazes de
expelir pelas vias aéreas superiores uma grande quantidade de bacilo viavel
diariamente (16).

Além disso, ha indicios que a genética do hospedeiro pode influenciar na
susceptibilidade ou protecdo desses individuos contra a doenga, assim como no
desenvolvimento das formas clinicas (17). A carga bacilar e a duracao da exposicao
também podem impactar no adoecimento (18). Outras rotas possiveis de transmisséo
incluem contato direto com a pele de pacientes, fontes ambientais e transmissao
zoonGtica, incluindo tatus de nove bandas, chipanzés e esquilos vermelhos (14, 19,
20).

1.1.2 Diagnostico e tratamento

A hanseniase é diagnosticada por avaliacdo clinica, com anamnese para o
levantamento do histérico do paciente e avaliagdo dermatoldgica e neuroldgica para
identificar lesbes de pele e de nervos periféricos em qualquer parte do corpo. O
profissional de saude também observa se existem sinais de estados reacionais da
doenca (21). A baciloscopia € o exame complementar mais comum utilizado na pratica
clinica. Ela consiste na andlise microscopica do bacilo em raspados de pele de regiées
especificas do corpo, como lesdes, cotovelos ou l6bulos auriculares. E importante
destacar que a baciloscopia negativa ndo exclui o diagnostico da doenca (21).

Um caso suspeito de hanseniase é confirmado quando o individuo apresenta
um ou mais dos sinais a seguir: lesdes com perda de sensibilidade, espessamento
dos nervos periféricos e/ou baciloscopia positiva para o bacilo acido-alcool resistente
(22). Outros exames complementares incluem histologia de amostras de pele ou
nervo, teste intradérmico, teste sorolégico e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para identificacdo de material genético do bacilo em amostras bioldgicas (23).

Para fins terapéuticos, a doenca é dividida em hanseniase paucibacilar (PB) e
multibacilar (MB). Os casos PB incluem os pacientes com até cinco lesfes de pele,
enguanto os casos MB incluem pacientes com mais de cinco lesfes de pele (21).

Atualmente, a poliquimioterapia Unica (PQT-U) para hanseniase é o tratamento
preconizado pelo Ministério da Saude e consiste na administracdo combinada de
rifampicina, dapsona e clofazimina (22, 24). A duracdo do esquema terapéutico € de
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seis meses para as formas PB e doze meses para as formas MB. Os pacientes
precisam comparecer mensalmente ao centro de saude para acompanhamento clinico
e medicacao supervisionada. O esquema terapéutico para criancas inclui 0s mesmos
medicamentos, porém com doses com concentracdo reduzidas (21). Em caso de
intolerdncia as drogas citadas anteriormente, antibidticos alternativos como
minociclina, ofloxacina e claritromicina podem ser utilizados em um esquema
terapéutico especial (22). O Ministério da Saude também recomenda a aplicacédo de
duas doses da vacina BCG em todos os contatos intradomiciliares dos casos de
hanseniase como forma de prevenc¢éo da doencga (21).

1.1.3 Epidemiologia

Em 1982, a OMS implementou uma estratégia global para o controle da
hanseniase que consistiu na deteccdo de novos casos e tratamento com
poliquimioterapia (PQT). A estratégia surtiu efeito e por volta dos anos 2000 a
prevaléncia mundial da doenca caiu significantemente, porém em alguns paises como
o Brasil, a doenca persiste como problema de saude publica. Entre os anos de 2019
e 2020, a prevaléncia e o niumero de novos casos globais diminuiram 27,7% e 37,1%,
respectivamente. A reducdo nestas taxas deve refletir o impacto da pandemia de
COVID-19 e ndo uma possivel mudanca epidemiolégica da doenca. A distribuicdo
geografica de novos casos (Fig. 1.1) evidencia que Brasil, india e Indonésia continuam
sendo o0s paises com maiores numeros de novos casos da doenga em 2020, isto €,
acima de 1 caso por 10 mil habitantes (1).

O diagnéstico e 0 acompanhamento de casos de hanseniase no Brasil também
foram influenciados pela pandemia de COVID-19. Em 2019 foram reportados 27.863
novos casos da doenga, enquanto em 2020 este nimero caiu para apenas 17.979
novos casos. Do total de casos reportados em 2020, aproximadamente 5% séao
diagnésticos em criancas menores de 15 anos, indicando que a doenca nao esta
controlada em nosso pais, e que a transmisséo da infeccdo na comunidade continua
ocorrendo. Além disso, o Brasil € o pais com o segundo maior nimero de casos com
grau dois de incapacidade fisica, grau mais alto da escala e indicador de diagnostico
tardio. Assim, a hanseniase continua sendo um problema de saude publica

preocupante em territério nacional (25).
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Figura 1.1 - Distribuic&do geogréfica de novos casos de hanseniase em 2020.
Os paises foram coloridos de acordo com o numero de novos casos da doenga reportados para
Organizacao mundial de Saude. Adaptado de (1)

1.1.4 Mycobacterium leprae

O M. leprae possui um genoma substancialmente menor que os de outras
micobactérias (26). Alguns microrganismos se adaptam a condicdes especificas,
como a vida intracelular obrigat6ria e mantem apenas o minimo de genes necessarios
para sua sobrevivéncia no hospedeiro (27). Esta evolugao redutiva sofrida pelo bacilo
inclui genes associados ao metabolismo, podendo ser este o motivo pelo qual o bacilo
ndo é cultivado in vitro em meios axénicos. Sua replicacdo por divisdo binéria é
extremamente lenta e o periodo de incubacéo da infecc¢éo € longa (5, 28). O M. leprae
possui tropismo por macrofagos e células de Schwann, tipos celulares presentes em
regides do corpo com temperaturas mais baixas, isto é, pele e nervos periféricos,
respectivamente (28). A temperatura ideal para a atividade metabdlica e crescimento
do bacilo é de aproximadamente 33°C (29).

O M. leprae € um bacilo reto ou levemente curvado medindo de 1,5 a 8 micra
de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de diametro (6). Os reservatorios naturais
conhecidos do bacilo incluem os seres humanos, tatus de nove faixas, alguns primatas
nao humanos e esquilos vermelhos (30). Embora diversos animais, incluindo coelhos,
galinhas, peixes, porcos entre outros tenham sido testados como modelos para
hanseniase desde a identificacdo do agente etioldgico, entretanto, os Unicos animais
que até hoje sdo utilizados como meio de propagacdo do M. leprae para fins de

pesquisa sdo os camundongos e tatus de nove bandas (6).
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A ultraestrutura do bacilo é similar a de outras micobactérias, e é composta de
citoplasma, membrana plasmatica, parede celular e capsula (31). A capsula é rica em
lipideos, principalmente o glicolipideo fendlico | (PGL-I), encontrado apenas no M.

leprae, conferindo especificidade imunolégica ao bacilo (6).

1.1.5 Formas clinicas

A hanseniase é uma doenca que se manifesta em um espectro de formas
clinicas que sao determinadas pelo nivel de resposta imune do hospedeiro contra o
M. leprae. Em 1966, Ridley e Jopling observaram que as caracteristicas clinicas,
histoldgicas e bacterioldgicas da doenca se correlacionavam com o grau de imunidade
protetora do hospedeiro. Assim, eles classificaram a doenca em cinco formas clinicas,
incluindo duas formas polares e trés formas intermediarias (32).

O polo tuberculéide (TT) compreende os individuos que possuem resposta
celular pro-inflamatoria contra o M. leprae. A imunidade destes pacientes pode ser
demonstrada tanto na pele através reagdo intradérmica com antigenos do bacilo
quanto em ensaios in vitro de producéo de IFN-y por células sanguineas (33-35). Os
sinais clinicos incluem frequentemente uma Unica placa eritematosa bem delimitada
de bordas elevadas (Fig. 1.2, A). A leséo de pele apresenta perda significativa de
sensibilidade e sua superficie é aspera, seca, sem pelos e frequentemente escamosa.

Geralmente ocorre espessamento do nervo cutaneo proximo a lesao (32).

Figura 1.2 — Hanseniase tuberculdide polar (TT).

(A) Placa eritematosa bem definida sem pelo no dorso da mé&o. (B) Granuloma bem organizado formado de
macréfagos epitelidides no manto cercado por linfécitos T na periferia. Hematoxilina e eosina (aumento de 400x).
Adaptado de (38). (C) Bacilos alcool-4cido resistentes em leséo de pele de paciente TT. Foi hecessario a avaliagdo
de 50 campos para detectar os dois bacilos no nervo cutaneo. Marcagéo Fite (aumento de 1000x). Adaptado de

o As caracteristicas histopatoldgicas incluem a rara presenca do bacilo e a
formacdo de um infiltrado inflamatério granulomatoso bem-organizado que pode
invadir a epiderme (Fig. 1.2, B e C). O granuloma é composto de macréfagos
epitelidides maduros, células de dendriticas (DCs) e uma densa camada de linfécitos
T na periferia do infiltrado (36). O granuloma pode invadir ou envolver os fasciculos
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nervosos e dependendo da intensidade da inflamacéo pode ocorrer a destrui¢éo total
de nervos cutaneos (37).

O polo lepromatoso (LL), engloba os pacientes com falha da resposta pro-
inflamatoria contra o bacilo. A infecgdo disseminada provoca multiplas lesdes de pele
e dos nervos periféricos (Fig. 1.3, A). As primeiras lesdes observadas costumam ser
papulas ou maculas eritematosas brilhantes sem perda de sensibilidade distribuidas
simetricamente pela regido do corpo afetada. Com a progresséao da doenca surgem
novas lesfes e as antigas formam placas ou ndédulos que podem ou ndo apresentar
perda de sensibilidade. Diversos nervos periféricos sdo comprometidos e dorméncia
nos membros superiores e inferiores € comum. Em estados mais avancados da
doenca pode ocorrer espessamento difuso no rosto, nariz e orelhas (Fig. 1.3, A;
direita). Pode ocorrer também perda de pelos da face, ulceracdo da mucosa nasal,
deformidade nasal, perda de dente, inflamacdo ocular, acometimento de 6rgaos

internos, alteracdes 0sseas nos pés e maos (32).

Figura 1.3 - Hanseniase lepromatosa polar (LL).

(A) Lesbes com aspecto ictiosiforme em pele da perna com a presenca de lepromas e infiltrado facial com perda
de cilios. (B) Granuloma altamente desorganizado formado de macrofagos espumosos com poucos linfocitos
dispersos difusamente. Hematoxilina e eosina (aumento de 400x). Adaptado de (38). (C) Alta carga bacilar acido-
resistente em lesdo de pele de paciente LL. Marcacao Fite (aumento de 1000x). Adaptado de (6).

A analise histolégica da lesdo LL mostra a formacdo de granuloma
desorganizado composto de muitos macrofagos espumosos e poucos linfocitos T
distribuidos difusamente pelo infiltrado (Fig. 1.3, B). Existe uma grande carga bacilar
(Fig. 1.3, C), inclusive com formacdo de globias tanto nos macréfagos quanto nas
células de Schwann (36). Os nervos periféricos comprometidos podem apresentar
aparéncia hialina ou fibrosa devido a extensa reducdo da densidade de fibras
nervosas e aumento de colageno intraneural, respectivamente (39).

Entre os dois polos do espectro existem formas clinicamente instaveis com
niveis variados de imunidade, sendo elas: Borderline-tuberculéide (BT), Borderline-
borderline (BB) e Borderline-lepromatosa (BL). O grupo borderline é caracterizado
pela diminuicdo progressiva da resposta celular pré-inflamatéria contra o bacilo, assim

como aumento do numero de lesbes (Fig. 1.4, A), desorganizacédo dos granulomas
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(Fig. 1.4, B) e carga bacilar (Fig. 1.4, C) a medida que a forma clinica se aproxima do
polo LL da doenca (5, 33). Os individuos BT apresentam lesdes de pele com aparéncia
e perda de sensibilidade similares as do grupo TT, porém as lesfes sdo menores e

em maior quantidade (32).

A_

Figura 1.4 - Formas Borderlines de hanseniase.

(A) Paciente BT com placas hipopigmentadas com aspecto seco e com perda de pelo (esquerda). Paciente BB
com multiplas placas eritematosas com aspecto seco, tendo algumas lesées morfologia anular, onde as bordas
externas séo imprecisas e as bordas internas nitidas, evidenciando um aspecto de “queijo suico”. A presenca de
lesdes bem definidas sugere a mudanca para o espetro tuberculdide (centro). Paciente BL com mdultiplas
placas/maculas eritematosas mal definidas com tendéncia a simetria em sua distribui¢éo (direita). Hematoxilina e
eosina (aumento de 400x). Adaptado de (40). (B) Granulomas com crescente desorganizacdo a medida que a
forma Borderline se aproxima do polo lepromatoso. Adaptado de (23). (C) Aumento da carga bacilar a medida que
a forma Borderline se aproxima do polo lepromatoso. Marcacao Fite (aumento de 1000x). Adaptado de (6).

As lesbes dos individuos BB possuem caracteristicas como tamanho e nimero
intermediarias em relacéo as formas polares. As lesGes desse grupo costumam ser
placas eritematosas de centro oval hipopigmentado com bordas internas definidas e
externas esmaecidas (28). Os sinais clinicos das lesfes BL sdo similares as lestes
LL, com excecéo da distribuicdo assimétrica, brilho moderado e anestesia parcial das
lesbes. O acometimento neural € observado através do aumento simétrico dos nervos

periféricos e ocorre logo apds o surgimento de lesbes (32).
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As formas clinicas TT e BT constituem ao grupo PB, enquanto as formas

clinicas BB, BL e LL constituem o grupo MB (28).

1.2 Respostaimune contra o M. leprae

Enquanto o sistema imune inato responde de forma rapida e inespecifica
contra agentes infecciosos, a subsequente ativagcdo da resposta adaptativa €
indispensavel para a geracao de uma resposta imune efetiva contra esses patégenos
(41). O sistema imune adaptativo é composto da imunidade humoral mediada por
linfécitos B e imunidade celular mediada por linfécitos T (42). Neste estudo focaremos
nas populacées de linfécitos T CD4* e CD8".

As células do sistema imune inato reconhecem agentes invasores atravées da
deteccao de padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS), isto €, moléculas
comuns a diversos microrganismos, mas que estdo ausentes no hospedeiro. Os
PAMPs sédo identificados por receptores de reconhecimento de padrbes (RRPSs)
expressos pelas células inatas (43). Diversas moléculas constituintes do M. leprae ja
foram descritas como ligantes de RRPs. A ativacado destes receptores, incluindo
receptores do tipo toll (TLRs), € fundamental para a geracdo de uma resposta imune
contra patdogenos. Os macroéfagos e as células de Schwann séo os principais alvos da
infeccdo pelo bacilo na pele (44).

As células dendriticas (DCs) possuem um papel fundamental na geracdo de
linfécitos T de memdria ao apresentarem antigenos de agentes invasores para
linfocitos T virgens (Tv) nos ganglios linfaticos (45). As DCs podem residir tanto na
epiderme como células de Langerhans (LCs) quanto na derme como DCs dérmicas
(44). Os macroéfagos assim como as DCs sdo células apresentadoras de antigenos
(APCs) profissionais do sistema inato e podem apresentar antigenos do M. leprae
para linfocitos T nos tecidos periféricos (46, 47).

Apo6s o reconhecimento de patdgenos, as APCs se tornam altamente eficazes
na apresentacdo antigénica. Este processo consiste no aumento da expressao de
moléculas do complexo de antigenos leucocitarios humano (HLA) contendo peptideos
antigénicos, expressdo de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40, e
secrecao de citocinas imunomoduladoras (45).

Os sinais recebidos durante a ativacdo das APCs nos tecidos periféricos
induzem a producgé&o de citocinas que por sua vez vao influenciar a diferenciacéo de

linfécitos Tv em linfocitos T efetores e linfocitos T reguladores (Tregs). Por exemplo,
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prostaglandina Ez (PGE-2) estimula a secrec¢éo de citocinas indutoras de linfécitos TH2
pelas DCs, enquanto a presenca de IFN-y e interferons do tipo | estimulam a secrecéo
de citocinas indutoras de linfécitos TH1. Ja as citocinas TGF- e IL-10 podem polarizar
as APCs para induzir a diferenciagdo de linfécitos T em Tregs (48). As citocinas anti-
inflamatorias e eicosandides sdo detectados em altos niveis em lesdes de pacientes
MB, enquanto as citocinas pré-inflamatérias sdo detectadas em lesGes de pacientes
PB (49, 50). Assim, o microambiente da pele pode influenciar na diferenciacdo de
linfécitos T a partir da polarizacao de APCs.

Estudos in situ de lesGes cutaneas demonstram que pacientes PB apresentam
maior abundancia de DCs com alta expressdo de CD1, molécula relacionada a
apresentacao antigénica de lipidios (51-53). Por outro lado, as DCs de lesdes de
pacientes MB sdo escassas e expressam receptores e moléculas inibidoras, reduzindo
assim, a sua capacidade de maturacdo e apresentacdo antigénica (54-56). Além
disso, os transcritos de moléculas coestimuladoras como CD80/CD86 estao presentes
em maiores niveis em amostras de lesGes de pele de pacientes PB que de pacientes
MB (57). As DCs infectadas in vitro pelo M. leprae exibem baixos niveis de HLA e
expressam PGL-I em sua superficie. O bloqueio destas células com anticorpos anti-
PLG-I induz a proliferacdo e producdo de IFN-y pelas linfécitos T, sugerindo que a
expressdo de PGL-l em células infectadas pode inibir a resposta celular (58). Além
disso, as DCs derivadas de mondcitos de pacientes MB produzem baixos niveis de
IL-12, citocina necessaria para a diferenciacao de linfécitos TH1, apos estimulacéo in
vitro com antigenos de M. leprae, sugerindo que a baixa producao desta citocina pode
contribuir para a fraca resposta celular do tipo TH1 observada nestes pacientes (59).

As APCs apresentam antigenos de peptideos exdgenos para linfécitos T CD4*
através de HLA de classe Il (60). Os linfocitos B apés estimulacao antigénica também
podem processar e apresentar antigenos para linfécitos T CD4* (61). Embora os
linfécitos T CD8* sejam estimulados majoritariamente por antigenos enddgenos
através de moléculas HLA de classe |, eles também podem reconhecer antigenos
exdgenos a partir de apresentacdo cruzada, mecanismo presente em DCs
especializadas que capturam antigenos extracelulares e apresentam para linfécitos T
CD8*(62). Os linfécitos T reconhecem o complexo HLA-peptideo cognato por meio de
receptores de linfocitos T (TCR) presentes em sua superficie. A ativacdo do TCR
aliada a sinais coestimuladores, como CD28 e citocinas imunomoduladoras fornecem
0s trés sinais necessarios para a ativacdo, expansao clonal e diferenciacdo de
linfécitos T (63).
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Durante uma resposta imune sdo gerados linfocitos T de curta duracdo e
células de memoria que persistem. A populacéo de curta duracéo é de células efetoras
diferenciadas terminais (Teprt) que sofrem apoptose apos a eliminagdo do agente
infeccioso. Estes linfécitos T sdo caracterizados pela expressdao de CD45RA e
auséncia de receptores de migracao para o6rgdos linfoides (CD62L e CCR?7),
possuindo alta atividade efetora e baixa capacidade proliferativa (64). Ja os linfocitos
T de memodria sdo caracterizados pela expressao de CD45R0O e auséncia de CD45RA,
persistindo ap6s a fase de contracdo linfocitaria. Em uma segunda exposi¢cao, 0s
linfécitos de memdéria séo capazes de responder rapidamente contra o patégeno (65).

A populacédo de memaria pode ser dividida em trés subpopulacdes, sendo elas:
linfécitos T de memoria central (Tmc), linfocitos T de memdéria efetora (Twme) e linfocitos
T de memoria residentes em tecido (Twrt). Embora seja dificil determinar a relacéo
entre as subpopulag6es de linfécitos T de memaoria humanas, é proposto que linfécitos
Tv ativados possam se diferenciar progressivamente em linfécitos Tmc € Tme, sendo
estes precursores de linfécitos Tepr. Linfocitos Twmrt provavelmente também sé&o
linfécitos diferenciados derivados de linfocitos Tme € Tebr que migram para os tecidos
e ficam retidos nestes locais. Ndo é possivel excluir a possibilidade de que linfocitos
Tmc também sejam capazes de gerar linfécitos Tmrt, assim como linfécitos Tepr
possam gerar linfocitos Twe (Fig.1.5).

Os linfocitos Tmc expressam CCR7 e CD62L, circulando entre sangue e 6rgaos
linfoides. Estas células possuem alta capacidade proliferativa e quando ativadas
podem rapidamente gerar novas células. Por outro lado, os linfocitos Tme regulam
negativamente moléculas de migracao para 6rgaos linfoides e expressam receptores
de quimiocinas associados a tecidos especificos. Deste modo, os Twme circulam entre
sangue e Orgaos periféricos, respondendo rapidamente com fungdes efetoras em caso
de reativacgéo (64).

Os linfécitos Tmrr s@o células com funcéo efetora e ja foram considerados
células néao circulantes com residéncia permanente em tecidos periféricos. Entretanto,
um estudo recente demonstrou que estas células podem sair dos tecidos periféricos
e mediar inflamacéo TH2 sistémica (66). Classicamente, os linfécitos Turt da pele séo
caracterizados pela expressdo de CD69 e algumas subpopulacbes também

expressam as integrinas CD103 e CCRS8 (67).

26



TM RT

CD45RA"
CD45RO*

CCR7-
CD62L-
CD69*

[ Orgao linfoides secundarios J [ Tecidos periféricos J

£
Tepr

CD45RA*
CD45RO-

CD45RA*
CD45RO-
CCR7*
cDez2L*

CD45RA- CD45RA

CD45RO*
CCR7*
cDe62L*

CD45RO*
CCRT-
CD62L-

CCRT-
CD62L-

Resposta efetora

Proliferagao Exposigao antigénica

Dif iaca
Multipoténcia iferenciacao

Figura 1.5 - Modelo para geracéo de linfécitos T de memoria.

Os T virgens (Tv) ativados se diferenciam em populacdes de células de memoria circulantes, sendo elas: linfocitos
T de memodria central (Twc) e linfocitos T de memoria efetora (Tme). Os linfécitos T de memoria sdo precursores de
linfécitos T terminalmente diferenciados (Tept). Linfécitos Tv, e Tmc circulam entre o sangue e 6rgéos linfoides
secundarios, enquanto Linfécitos Tve e Tept circulam entre sangue e tecidos periféricos. Linfécitos T de memdria
residentes em tecido (Tmrt) estdo presentes nos compartimentos periféricos e sdo provavelmente linfécitos T
terminalmente diferenciados. Eles devem ser derivados tanto de linfocitos Tme quanto Tept que migram para 0s
tecidos periféricos através de receptores de quimiocinas tecido-especificas. Ndo é possivel descartar que os
linfocitos Tmc também possam gerar linfocitos Twmrt, assim como linfocitos Tepr possam gerar Twme (setas
pontilhadas). Criado com smart.servier.com

1.2.1 Linfécitos T CD8*

Os linfécitos T CD8* possuem um vasto repertorio de moléculas efetoras com
atividade microbicida. A principal via engloba a morte celular de células infectadas
através de citdlise direta mediada pela liberacao de perforina, granzimas e Fas (62).
A maioria das proteinas citotoxicas € pre-sintetizada e o contetdo so € liberado apos
0 contato com a célula alvo, permitindo uma resposta direcionada e rapida (68). Estes
linfécitos citotdxicos também produzem citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e TNF,
e quimiocinas que irdo atrair células inflamatérias para o local de infeccdo (62). O
receptor de quimiocinas CXCR3 é expresso em linfocitos T CD8* ativados e regula a
migracao para areas de inflamacéo do tipo TH1 (69).
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Diversos estudos ja demonstraram que os linfécitos T CD8* citotdxicos
participam da defesa do organismo contra micobactérias (41). Lalvani e colaboradores
demonstraram a presenca de linfocitos T CD8* produtores de IFN-y e com atividade
litica em resposta para M. tuberculosis em pacientes com tuberculose (70). A deplecéo
destas células em macacos rhesus imunizados para M. tuberculosis culmina na
reducdo significativa da imunidade contra a tuberculose, sugerindo que os linfécitos T
CD8* contribuem para o controle da infec¢do ap6s desafio com o patégeno (71). O
IFN-y aumenta a ativacdo destes linfocitos e estimula o recrutamento para os locais
de inflamacéo (72, 73).

Nas lesdes de pele de pacientes PB, os linfocitos T CD8* citotoxicos produzem
IFN-y e estdo presentes na periferia das lesdes, com a taxa entre células CD4*:CD8*
(2:1) semelhante a do sangue. Linfocitos T CD8* sdo capazes de lisar células de
Schwann e macroéfagos infectados pelo bacilo in vitro, sugerindo que estas células
desempenham um papel importante na hanseniase (74, 75). Pacientes PB possuem
maior frequéncia de linfécitos T CD8* com expressdo simultdnea de granzima B,
perforina e granulisina no sangue que pacientes MB (76).

Por outro lado, em lesBes de pele de pacientes MB, o numero de linfocitos T
CD8* supera o numero de CD4* (2:1). Estas células apresentam um fenotipo
supressor (CD28°) com alta producéo de IL-4, sugerindo um perfil anti-inflamatorio e
nao citotdxico nestes pacientes (6, 77, 78). A IL-4 induz in vitro a expansao de células
CD8*CD28 de pacientes MB (79). Além disso, estas células ndo proliferam em
resposta a antigenos de M. leprae e restringem a proliferacdo e producéo de citocinas
in vitro por outras células, sugerindo que estas células contribuem para a inibicdo da
resposta efetora nestes pacientes (80).

Recentemente, um estudo avaliou por sequenciamento “single cell” de RNA
amostras de pele de pacientes MB e doadores saudaveis. Os autores observaram
maior expressao génica de LAG-3 (gene de ativacdo de linfocitos 3) e TIGIT
(imunorreceptor de linfécitos T com dominios Ig e ITIM) nos linfécitos T CD8* de
pacientes MB, sugerindo que estas células apresentam um perfil de exaustdo nas
lesbes (81).
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1.2.2 Linfécitos T CD4*

As principais subpopula¢des de linfocitos T CD4* associadas a resposta imune
na hanseniase, incluem linfécitos TH1, TH2, TH17, TH9 e Tregs (Fig. 1.6). Essas
células expressam fatores de transcricdo linhagem-especificos que regulam a sua
diferenciacéo, determinando atividades funcionais e padrées migratérios (45). Assim,
os linfécitos T auxiliares podem gerar respostas imunes contra diversos

microrganismos, incluindo agentes intracelulares e extracelulares (45).
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Figura 1.6 - Principais subpopulagdes de linfécitos T CD4*

Os linfocitos T virgens (Tv) necessitam de trés sinais para se diferenciarem em linfécitos T auxiliares (TH) ou
linfécitos T reguladores (Tregs). O primeiro sinal é emitido pela ativagdo do receptor de Linfocitos T através da
ligacdo do peptideo cognato associado a moléculas de HLA de classe Il (HLA-II). O segundo e terceiro sinal séo
mediados pela interacdo de moléculas coestimuladoras e citocinas imunomoduladoras, respectivamente. Os
linfocitos T expressam fatores de transcricdo que regulam a sua diferenciacéo e atividade funcional, incluindo a
inducdo de receptores de quimiocinas que por sua vez vdo mediar a migragdo dessas células para locais de
inflamacao. As principais subpopulacdes de linfécitos T auxiliares envolvidas na hanseniase, incluem TH1, TH2,
TH17, TH9 e possivelmente TH1/TH17. APCs, células apresentadoras de antigenos; HLA-Il, moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade humano II; TCR, receptor de linfécitos T; TSLP, linfopoietina estromal
timica; M®, macréfagos. Criado com smart.servier.com.
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Os linfécitos TH1 sdo caracterizados pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y, TNF e IL-2. O fator de transcricdo linhagem-especifico T-
BET regula a diferenciacdo destas células na presenca das citocinas IFN-y e I1L-12.
Durante a sua diferenciacéo, os linfécitos TH1 adquirem a expressao de receptores
de guimiocinas, incluindo CXCR3 e CCR5 que medeiam a migracdo destas células
para locais de inflamacéo (45, 82). O papel das citocinas do tipo TH1 na defesa contra
agentes infecciosos foi demonstrado em modelos murinos geneticamente deficientes
para IFN-y, que sdo mais suscetiveis a patdgenos como M. tuberculosis e Leishmania
major (83-86). Além disso, esses animais sobrevivem substancialmente menos que
camundongos selvagens apos infecgéo (87).

O IFN-y induz o aumento da expressdo de moléculas HLA de classe Il em
APCs, estimulando a apresentacédo antigénica, assim como estimula a producéo de
TNF e quimiocinas por queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais. Além disso, 0
IFN-y induz a retracdo de células endoteliais e o relaxamento do musculo liso,
culminando no acumulo de sangue em vasos dilatados, favorecendo a passagem de
leucocitos (88). Este ambiente pré-inflamatério estimula a ativacdo da funcéo
antimicrobiana dos macréfagos (82).

As citocinas do tipo TH1, incluindo IFN-y, IL-2 e TNF estdo presentes
predominantemente nas lesbes PB da doenca, isto €, individuos que conseguem
controlar a infeccdo (82, 89). Martins e colaboradores demonstraram que 0s niveis de
IFN-y nos sobrenadantes de culturas de células mononucleares sanguineas (CMS)
estimuladas com peptideos especificos de M. leprae caem progressivamente a
medida que h& aumento de exposi¢cdo ao bacilo em individuos saudaveis ou carga
bacilar em pacientes (33). Recentemente, também foi demonstrado in vitro que
pacientes PB e doadores saudaveis apresentam maiores frequéncias de linfécitos T
CD4* produtores de IFN-y em resposta a antigenos de M. leprae (90).

Os mondcitos circulantes atingem o local de infecgdo e sofrem diferenciacéo
em macrofagos residentes em tecido com fendétipos e fungbes dependentes dos
fatores teciduais presentes no microambiente em que estéo (91). A presenca de IFN-
vy e IL-15 nas lesGes de pacientes PB, induz a ativacdo da via antimicrobiana
dependente de vitamina D e, consequentemente, diferenciacdo de macréfagos com
fendtipo M1 (92, 93). O IFN-y também induz a expressdo de JAG pelas células
endoteliais, e JAG induz a diferenciacdo de macrofagos pro-inflamatérios (92). Os

macrofagos M1 produzem citocinas pro-inflamatorias como TNF, assim como enzimas
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que geram a producéo de 6xido nitrico, induzindo radicais livres que destroem o bacilo
(82). O IFN-y também induz a producéo de peptideos antimicrobianos e autofagia nos
macrofagos M1, sugerindo que o M. leprae também pode ser eliminado por estas vias
moleculares (94, 95).

Em 2005, uma nova subpopulacao de linfocitos T auxiliares produtora de IL-17
foi identificada em modelo murino de encefalomielite autoimune (96). Atualmente,
sabe-se que a subpopulacdo TH17 também produz outras citocinas, como IL-21, IL-
22 e IL-26 (97). Em seres humanos, as citocinas IL-23 e IL1 regulam positivamente
a expressdo do fator do transcricdo linhagem-especifico RORyT que por sua vez
orquestra a diferenciacdo desta linhagem celular (98). Os linfocitos TH17 também
expressam os receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6 (97).

A linhagem TH17 é principalmente associada a patogénese de diversas
doencas autoimunes e inflamatérias, incluindo psoriase, esclerose mdltipla, artrite
reumatoide, e doenca inflamatéria intestinal. Essas células contribuem para a
inflamacéao tecidual cronica que € acompanhada pela destruicdo da matriz extracelular
(99). Embora os linfécitos TH17 tenham uma participacdo discreta contra patégenos
intracelulares, diversos estudos demonstram a contribuicdo destas células na
protecdo contra Mycobacteria sp., Leishmania sp., Listeria sp., e Salmonela sp (100,
101).

Ainda, células CD4*IL-17* presentes nos pulmdes de camundongos
imunizados para M. tuberculosis produzem rapidamente quimiocinas apés desafio,
recrutando linfécitos TH1 para o local de infecgdo. A deplegdo de linfocitos TH17
resulta na diminuicdo do namero de linfécitos TH1 nos pulmdes destes animais,
sugerindo que a populagdo TH17 também contribui para a prote¢éo do tipo TH1 contra
a infec¢do (102). A linhagem TH17 é sensivel a IL-12 e, em condi¢des inflamatorias
do tipo TH1, podem expressar T-BET, se tornando células TH1/TH17. A regulacéo
positiva de T-BET nestas células induz a producéo de IFN-y e a expressdo de CXCR3
(103-109).

O envolvimento da subpopulacdo TH17 na reposta pré-inflamatoéria contra o M.
leprae j4 foi demonstrado em alguns estudos. Os niveis de IL-17 no soro séo
significantemente menores em pacientes com hanseniase quando comparados com
controles saudaveis, tendo os pacientes MB a menor producdo desta citocina. Isto
sugere que a assim como o IFN-y, a diminuicdo da producdo de IL-17 pode estar
associada ao desenvolvimento da doenca, assim como progressdo das formas

clinicas da hanseniase (110).
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Além disso, pacientes com as formas PB apresentam maiores frequéncias de
células CD4* produtoras de IL-17, e maior expressao de fatores de transcricdo RORC
in vitro em resposta a antigenos de M. leprae (111, 112). As lesBes destes pacientes
também exibem maior expressédo de IL17A e RORyT, e maior presenca de células
CD4*IL-17* (112, 113). Dang e colaboradores também observaram maiores niveis de
IL-26 nessas lesdes cutaneas. Além disso, os autores demonstraram in vitro que a IL-
26 € capaz de entrar em células infectadas e reduzir a viabilidade da bactéria,
sugerindo que esta citocina produzida por linfécitos TH17 contribui para a defesa do
hospedeiro contra bactérias intracelulares (114).

A IL-17 também ja foi associada ao processo de desmielinizacdo inflamatoria
do nervo periférico na hanseniase. Esta citocina regula negativamente a producéo do
fator de crescimento do nervo (NGF) e de seu receptor nos pacientes PB, contribuindo
para o dano neural nestes pacientes (115). Assim, os linfécitos TH17 podem ter
participacdo na geracao de lesdes dos nervos periféricos.

Recentemente, os linfocitos TH9, produtores de IL-9, foram descritos em seres
humanos (116). Estas células se diferenciam na presenca de IL-4 e TGF-f, estando o
fator de transcricdo PU.1 envolvido neste processo (117). Além disso, estes linfécitos
ja foram associados a resposta imune contra varios patégenos, incluindo helmintos,
C. albicans e M. tuberculosis (118-123). A maioria dos linfocitos TH9 que expressam
CCR3 também expressa CXCR3 e CCR6. Assim, estes receptores de quimiocinas
podem ser usados para identifica-los (124).

Em pacientes PB, a IL-9 neutraliza os efeitos negativos das citocinas anti-
inflamataérias do tipo TH2 induzida pelo M. leprae (125). Andlises quantitativas de IL-9
em les@es de pele revelaram diferencas nos niveis desta citocina, tendo os pacientes
PB predominancia de IL-9 quando comparados com pacientes MB. Além disso, as
citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B tendem a ser negativamente correlacionadas com a
expressado de IL-9, indicando uma possivel atividade antagbnica nas lesdes de pele
de pacientes (126).

A resposta do tipo TH2 é principalmente induzida contra patdogenos
extracelulares e reacbes alérgicas. Durante o seu processo de diferenciacao,
coordenado pelo fator de transcricdo GATA-3, os linfocitos TH2 regulam positivamente
a expressdo de CCR4 e CRTH2 (82). Embora a IL-4 seja essencial para a
diferenciacéo in vitro e in vivo desta subpopulacéo, outras vias de sinalizacdo como
GATA-3 e citocinas, incluindo linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-25 e IL-33

também tem participacdo na inducado de linfécitos TH2 in vivo (127).
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As citocinas do tipo TH2 induzem a ativagcdo, maturacdo e proliferacdo de
células B, assim como producdo de anticorpos e mudanca de classe de
imunoglobulinas (128-131). A inflamac&o mediada por estas citocinas € caracterizada
pela infiltracdo de eosindfilos, basofilos e degranulagdo de mastocitos, processo que
€ dependente de imunoglobulina IgE (88). Stager e colaboradores mostraram que a
vacinacdo de camundongos selvagens com a proteina recombinante HASPB-1 induz
linfécitos T CD8* especificos e gera protecdo apés infeccdo com L. donovani.
Entretanto, em camundongos deficientes para IL-4 e para o receptor de IL-4, a
protecdo € ineficaz, sugerindo que a sinalizacdo desta citocina € necessaria para a
geracdo de uma resposta protetora eficaz (132).

As lesbes de pele de pacientes MB séo caracterizadas pela predominancia de
citocinas anti-inflamatérias do tipo TH2 como IL-4, IL-10 e IL-5 (89). Estes pacientes
apresentam maiores frequéncias in vitro de células CD4*IL-4* em resposta a
antigenos de M. leprae (90). Além disso, ja foi demonstrado que a IL-5 aumenta a
producdo de IgM pelas células B de pacientes em ensaios in vitro, sugerindo o
envolvimento dos linfocitos TH2 na resposta humoral na doenca (133).

A IL-10 induz a via alternativa de macréfagos nos pacientes MB, gerando
células altamente fagociticas com baixa atividade antimicrobiana (93, 134).
Macrofagos M2 expressam altos niveis de CD163, receptor associado a internalizacao
e sobrevivéncia do M. leprae (135). Estes macrdfagos também produzem citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10, IL-13, IL-27, TGF-3 e FGF-f, assim como expressam
enzimas associadas a mecanismos imunossupressores e de reparo, incluindo
indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO-1) e arginase 1 (56, 136). A infeccao pelo M.
leprae também altera o citoplasma das células hospedeiras metabolicamente para um
fendtipo lipogénico, com acumulagédo de corpusculos lipidicos derivados de &cidos
graxos, fosfolipidios, fosfolipidios oxidados e colesterol. Estas alteragdes culminam no
aspecto espumoso caracteristico dos macréfagos com perfil M2 (137-142).

Desta forma, linfocitos TH1, TH17, TH1/TH17 e TH9, assim como linfécitos T
CD8* citotoxicos podem mediar as respostas pré-inflamatérias nas formas PB da
doenca, isto €, individuos com certa resisténcia a proliferacdo do bacilo. O
recrutamento destas subpopulagdes para as areas de infeccéo deve contribuir para a
manutencdo da inflamacao cronica nestes pacientes (82). Por outro lado, respostas
anti-inflamatorias induzidas por linfécitos TH2, Tregs e CD8* supressores podem gerar
um ambiente permissivo para a proliferacao e disseminacao do bacilo em individuos

com falha na resposta efetora, isto €, MB (Fig. 1.7).
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Figura 1.7 - Modelo de resposta imune na hanseniase.

Pacientes paucibacilares (PB) apresentam resposta imune pré-inflamatéria quase efetiva contra o M. leprae. Essa
resposta é possivelmente mediada por linfécitos T CD4* auxiliares, incluindo TH1, TH17, TH1/TH17 e TH9, assim
como linfécitos T CD8* citotoxicas (CTL). O IFN-y produzido por essas células e IL-15 produzida pelas células
inatas ativam a via antimicrobiana dos macréfagos, resultando em macréfagos com perfil M1 que matam o bacilo.
A IL-17 recruta Linfocitos TH1 para o local de inflamacao, enquanto a IL-26 possui atividade antimicrobiana que
resulta na diminuigdo da viabilidade do M. leprae em células infectadas. A citocina IL-9 neutraliza os efeitos das
citocinas do tipo TH2 nestes pacientes. Em contraste, pacientes multibacilares (MB) exibem resposta anti-
inflamatéria mediada por linfécitos TH2, Tregs e CD8*CD28- (perfil supressor), resultando em um ambiente
permissivo para o bacilo. A IL-10 ativa a via alternativa dos macréfagos, aumentando sua capacidade fagocitica
sem ativacdo da via antimicrobiana. As células CD8* supressoras produzem altos niveis de IL-4 que por sua vez
estimula a expansao destas células. Os Tregs podem induzir a supressao da resposta efetora contra o bacilo
nestes pacientes através de diversos mecanismos moleculares. Criado com smart.servier.com.

1.3 Linfocitos T reguladores

Os linfocitos T com papel critico na tolerancia imune contra antigenos préprios
e exdgenos sdo os Tregs (143-145). Estas células controlam processos inflamatorios,
limitando danos teciduais, acdo que pode beneficiar agentes infecciosos, como o M.
leprae (146). Belkaid e colaboradores demonstraram em modelo murino para
Leishmaniose que os Tregs (CD4*CD25*) se acumulam na derme dos animais
durante infecdo por L. major e contribuem para a persisténcia do parasita ao suprimir

a resposta efetora no local de infeccéo (147).
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Os Tregs séo linfécitos T CD4* caracterizados fenotipicamente pela expresséo
estavel do fator de transcricao linhagem-especifico “Forkhead box protein 3" (FOXP3)
e pela alta expressédo de CD25, cadeia alfa do receptor de IL-2 (148). A sinalizacao
de IL-2 é indispensavel para a indugcdo, manutencdo, proliferacdo e atividade
supressora dos Tregs. Embora os Tregs expressem CD25, eles ndo sdo capazes de
produzir IL-2, dependendo da citocina produzida por linfécitos T convencionais
(Tconvs) ativados (149).

Atualmente, os Tregs FOXP3*" sdo nomeados de acordo com o seu local de
diferenciacdo, isto &, Tregs timicos (tTregs), Tregs periféricos (pTregs) e Tregs
induzidos in vitro (iTregs). Esta nomenclatura fornece uma indicacao clara da origem
das diversas subpopulacdes de Tregs (150). Os tTregs possuem papel essencial na
tolerancia natural a antigenos préprios e prevencéo de doencgas autoimunes. Eles séo
gerados durante os estdgios iniciais do desenvolvimento fetal e neonatal. A
diferenciacéo dos tTregs ocorre através da selecdo positiva de timocitos CD4* com
afinidade intermediaria/alta por complexos de HLA de classe Il e peptideos préprios
no timo. Apds sua diferenciacdo, os tTregs migram para tecidos periféricos, onde
atuam inibindo a ativagéo de outros linfécitos T auto-reativos (151, 152).

Os pTregs sao gerados nos tecidos periféricos a partir da diferenciacdo de
linfécitos Tv sob condigdes imunologicas especificas, como baixas doses de antigenos
e na presenca de IL-2 e TGF-B. Acredita-se que a diferenciacdo seja induzida em
resposta a antigenos nado-préprios, incluindo alérgenos, microbiotas comensais e
patégenos (148). Por fim, iTregs sdo gerados in vitro também na presenca de IL-2 e
TGF-B. Entretanto, estas células perdem tanto a expressdo de FOXP3 quanto a
atividade supressora na auséncia de TGF-B. Os tTregs e pTregs expressam

estavelmente FOXP3, enquanto os iTregs expressam de forma instavel (153).

1.3.1 Fator de transcricdo FOXP3

A importancia da expressdo de FOXP3 pelos Tregs é evidenciada em
camundongos e seres humanos que apresentam mutagdes no gene deste fator de
transcricdo. A auséncia da expressdo de FOXP3 e consequentemente Tregs
funcionais acarreta em doencas autoimunes linfoproliferativas (154). Este regulador
mestre da linhagem é critico tanto para desenvolvimento quanto para manutencéo e
atividade supressora dos Tregs. Além disso, FOXP3 inibe genes associados a outras

subpopulacdes de linfocitos T e amplifica a expressdo de moléculas associadas ao
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fenotipo regulador como CD25, CTLA-4 (proteina 4 associada a linfécitos T
citotoxicos) e GITR (proteina relacionada ao TNFR induzida por glicocorticéide) (155-
157).

O estabelecimento da linhagem sé é alcancado através da combinagédo da
expressdo de FOXP3 com o desenvolvimento de alteracdes epigenéticas que levam
a um padrdo de hipometilacdo especifico de Tregs. Esses dois processos
independentes sdo imprescindiveis para que os Tregs FOXP3* adquiram todo o perfil
transcricional, estabilidade e caracteristicas funcionais desta subpopulacdo (158).

Além do promotor do gene FOXP3, trés elementos conservados nao
codificantes (CNS-1 a 3) séo reguladores chaves da inducdo e estabilizacdo da
expressao deste fator de transcricdo. Essas regides sao reguladas epigeneticamente,
ou seja, apresentam padrdes reguladores que ndo alteram a sequéncia bésica do
DNA. Os Tregs apresentam demetilagdes nas ilhas CpGs, assim como histonas mais
acetiladas nas regides reguladoras que Tconvs, permitindo a ligacdo de diversos
fatores de transcricdo nestas regides (153).

A regido CNS-1 é critica para a diferenciacdo de pTregs, pois contém o
elemento sensivel a TGF-B. A regido CNS-2 é responsavel pela estabilidade da
expressado de FOXP3, sendo também conhecida como regido desmetilada especifica
de Tregs (TSDR). Tanto os tTregs quanto os pTregs apresentam esta regido
altamente desmetilada (143, 158-160). Em contraste, a regido TSDR € hipermetilada
em Tconvs e parcialmente metilada em iTregs, resultando em expressao instavel de
FOXP3 (159). Devido as diferencas nos perfis de metilacdo entre Tregs e Tconvs, a
identidade de um Treg pode ser confirmada em nivel molecular e epigenético atraves
da deteccédo do padréo de hipometilacdo da regido TSDR (143).

Por fim, a regido CNS-3 desempenha um papel no limiar de estimulos de TCR
necessarios para a expressdo de FOXP3 (161). Além disso, apresenta tanto

acetilages quanto metilagcdes de histonas, resultando em cromatina permissiva (162).

1.3.2 Mecanismos de supressédo de Tregs

Os Tregs precisam de estimulagcdo via TCR para adquirirem sua funcao
supressora. Entretanto, uma vez ativados, os Tregs podem suprimir células efetoras
independentemente do antigeno, isto é, sua funcdo supressora ndo € sempre
antigeno-especifica (163). Estas células podem suprimir os Tefs através de
mecanismos metabdlicos, modulacdo de APCs, producdo de citocinas anti-
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inflamatérias e inducdo de apoptose (Figura 1.8). Essas vias possivelmente
dependem de mudltiplos fatores, incluindo tipo de célula alvo, status de ativacéo,

localizac&o e citocinas (164, 165).

Mecanismos metabdlicos Modulagao de APCs
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Figura 1.8 - Mecanismos de supresséao de linfécitos T reguladores (Tregs).

Os Tregs suprimem os linfécitos T efetores por diversas vias moleculares. Mecanismos metabdlicos: os Tregs
expressam as ectoenzimas CD39 e CD73 que em conjunto convertem ADP em adenosina, um potente
imunorregulador. Os Tregs também expressam um alto nivel de AMPc intracelular e séo capazes de transferir via
jungBes comunicantes para células efetoras, inibindo a producao de IL-2. Mecanismos de modulacéo de células
apresentadoras de antigenos (APCs): Os Tregs expressam em sua superficie moléculas inibidoras, incluindo
TIGIT, LAG-3 e CTLA-4 que geram sinais inibidores para as APCs, resultando na supressdo da sua maturagdo e
capacidade de apresentacdo antigénica. CTLA-4 também induz a expressdo da enzima IDO que cataboliza o
triptofano em quinurenina, privando as células efetores deste aminoacido essencial. Citocinas anti-inflamatoérias:
Os Tregs produzem citocinas, como IL-10, IL-35 e TGF-B. A proteina GARP é expressa na superficie dos Tregs
apoés ativagdo e converte TGF-B latente na sua forma ativa. Inducdo de apoptose: Os Tregs podem produzir
moléculas como granzimas, perforinas e Fas ligante, induzindo apoptose das células efetoras. Criado com
smart.servier.com.

Os mecanismos de disturbio de vias metabdlicas de Tefs, incluem a producéo
de adenosina e monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Os Tregs podem expressar
duas ectoenzimas em sua superficie que em conjunto geram e liberam nucleosideos
de adenosina, um potente mediador anti-inflamatorio. Primeiro, a ectoenzima CD39
hidrolisa trifosfato de adenosina (ATP) extracelular em monofosfato de adenosina
(AMP). Em seguida, a ectoenzima CD73 degrada AMP em adenosina (166). Em

37



camundongos, os Tregs exibem co-expressdo de CD39 e CD73 (167). A mesma
observacado ja foi descrita em carcinomas de células pavimentosas da pele (168).
Entretanto, os Tregs humanos circulantes expressando ambas as ectoenzimas sao
raros e compreendem de 1% a 7% da populagédo reguladora (169, 170). Enquanto
CD39 é expresso por aproximadamente 50% dos Tregs humanos ativados, CD73 é
expresso pela maioria das linfocitos T (164, 171). A ativacdo de receptores de
adenosina presentes nas APCs e linfocitos T modula negativamente a producéo de
citocinas pro-inflamatorias por estas células (171). Os Tregs também produzem altos
niveis de AMPc intracelular e podem transferir o AMPc para os Tefs através de juncdes
comunicantes, aumentando o contelddo deste segundo mensageiro e suprimindo a
proliferacéo e sintese de IL-2 nestas células (172).

Os mecanismos de modulacdo funcional de APCs sao mediados pela
expressdo de moléculas inibidoras dependentes de contato célula a célula, incluindo
CTLA-4, LAG-3 e TIGIT. CTLA-4 foi a molécula mais induzida pelos AgTregs apos
ativacao e possivelmente € uma das principais vias de supresséo dos Tregs contra o
M. leprae. A interacdo entre CTLA-4 e seus ligantes CD80/CD86 na superficie das
APCs induz sinais inibidores que modulam negativamente a expressao dessas
moléculas coestimuladoras, gerando anergia de células T devido a auséncia de
segundo sinal. Além disso, CTLA-4 induz o aumento da expressao de IDO pelas DCs,
aumentando a degradacdo de triptofano e privando os Tefs deste aminoé&cido
essencial (164). A proteina GARP (do inglés, “Glycoprotein A repetitions
predominant”) é expressa na superficie de Tregs ativados e converte o TGF-f latente
em sua forma ativa (173). LAG-3 exibe alta afinidade por moléculas de HLA de classe
Il e a interacdo entre essas duas moléculas culmina em sinais inibidores nas DCs,
incluindo supresséo da maturacdo e capacidade imunoestimuladora (174). Essas
moléculas induzem sinais inibidores para as APCs, modulando negativamente a
capacidade imunoestimuladora destas células (164, 174). Por fim, TIGIT se liga com
alta afinidade ao receptor CD155 presente na superficie das DCs. A ligacéo de TIGIT
induz a producado de citocinas imunomoduladoras como IL-10 e TGF-§ pelas DCs,
suprimindo assim a ativacao de linfécitos T atraves dessas citocinas anti-inflamatorias
(175). Além disso, TIGIT pode inibir diretamente a ativacéo, proliferacdo e producao
de citocinas de linfécitos T (176).

Os Tregs também podem secretar as citocinas IL-10, TGF-B e IL-35 no
microambiente tecidual (164). Tanto IL-10 quanto TGF-p sdo citocinas
imunomoduladoras de DCs, prevenindo a sua maturacao e ativacdo. Ja a citocina IL-
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35 é capaz de inibir diretamente a proliferacéo de linfécitos T (177). As Tregs ativadas
também podem induzir a apoptose de células efetores através da expressdo de

granzimas, perforinas e Fas ligante (146).

1.3.3 Linfécitos T reguladores na hanseniase

Tregs FOXP3* ja foram descritos tanto no sangue quanto nas lesées cutaneas
de pacientes com hanseniase (178-182). Devido a complexidade de analise e
auséncia de um marcador exclusivo de Tregs a caracterizacao fenotipica e estratégia
de analise dessas células varia de estudo para estudo, o que dificulta a comparacéo
entre os trabalhos. Além disso, descobertas recentes sobre a biologia dos Tregs
precisam ser levadas em consideracdo para a melhor caracterizacdo destas células
em amostras biolégicas (183).

Attia e colaboradores detectaram maiores frequéncias de Tregs circulantes em
condi¢des ex vivo (CD4*CD252°) em pacientes TT (181, 182), enquanto outros grupos
detectaram maiores frequéncias de Tregs (CD4*CD25*FOXP3*) em pacientes MB
(184, 185). Outros estudos avaliaram os Tregs (CD4*CD25*FOXP3*) do sangue
periférico in vitro em resposta a antigenos de M. leprae e demonstraram que pacientes
MB apresentaram maiores frequéncias que pacientes PB (178-180).

Bobosha e colaboradores demonstraram que células CD4*CD25* (populacao
enriquecida para Tregs) podem estar envolvidas na supressdo da resposta do tipo
TH1 na hanseniase. A deplecao de células CD4*CD25* do total de CMS separa 0s
pacientes MB em dois grupos. Na auséncia dessas células, aproximadamente 38,8%
dos pacientes recuperam a capacidade de producéo in vitro de IFN-y em resposta a
antigenos de M. leprae, sugerindo que as células CD4*CD25* contribuem para a
regulacdo negativa da resposta imune, mas que outras vias de supressdo também
estdo envolvidas (180).

Kumar e colaboradores investigaram quais 0S possiveis mecanismos
moleculares envolvidos na inducdo de FOXP3 em células CD4*CD25* de pacientes
com hanseniase. Os autores demonstraram que as células de pacientes apresentam
desmetilacdo nas ilhas CpG do promotor de FOXP3. Ainda, as células de pacientes
MB apresentam um alto indice de acetilacdo de FOXP3 quando comparadas com
células de doadores saudaveis, o que deve contribuir para uma maior expressao do

fator de transcrigéo (185).

39



A avaliacdo dos Tregs de lesdes de pele é feita basicamente por
imunohistoquimica. Alguns estudos detectaram maior numero de células FOXP3* nas
lesbes cutaneas de pacientes MB (178-180), enquanto outros ndo mostraram
diferencas estatisticas entre pacientes PB e MB (186, 187). Os estudos de Tregs em
pele humana s&o principalmente estudos de imunohistoquimica. Massone e
colaboradores detectaram células FOXP3* em baixas densidades em lesdes de pele
de pacientes com hanseniase e nenhuma diferenca estatistica na expressao do fator
de transcri¢ao foi observada entre as formas PB e MB. Em pacientes com baixa carga
bacilar, as células FOXP3"* se localizavam tanto no interior quanto na periferia dos
granulomas, enquanto em pacientes com alta carga bacilar, as células FOXP3*
estavam distribuidas de forma aleatoria no infiltrado difuso de macréfagos espumosos
(186).

Um segundo estudo com coorte maior foi realizado pelo mesmo grupo de
pesquisa e resultados similares foram observados (187). Por outro lado, outros
estudos detectaram numeros elevados de células FOXP3* em amostras de pacientes
MB quando comparados com pacientes PB (179, 180). Palermo e colaboradores
observaram maiores ndmeros de células CD25*FOXP3* em pacientes MB (178)

A grande limitacdo desta técnica € o baixo numero de parametros analisados
simultaneamente, dificultando a caracterizacédo fenotipica detalhada de populacdes
celulares mais complexas como os Tregs. Torna-se indispensavel o uso de novas
abordagens multiparamétricas para a caracterizacdo destas células nos sitios de

infecgcéo pelo M. leprae.

1.4 Hipodtese

Apesar da modulagdo negativa da resposta celular ser critica para a
patogénese da doenca, 0S mecanismos envolvidos nesta regulacdo n&o sao
completamente esclarecidos. As vias aéreas sao consideradas a principal via de
entrada do M. leprae no corpo humano e ja foi demonstrado que o bacilo infecta in
vitro células epiteliais alveolares e nasais humanas. Além disso, a inoculac¢do do bacilo
no septo nasal de camundongos resulta em infeccdo de macrofagos e células
epiteliais no tecido pulmonar destes animais (188).

A inalacdo de particulas transportadas pelo ar, como acaros e esporos de
fungos, é capaz de induzir pTregs especificos para estes aeroantigenos (143). Os

Tregs controlam processos inflamatérios para garantir a integridade tecidual e podem
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contribuir para a persisténcia de agentes infecciosos, como o M. leprae (147). E
possivel que a infeccdo pelo patdégeno crie condicbes favoraveis a diferenciacdo de
pTregs (189). Assim, as vias aéreas sao um local particularmente promissor para a
geracdo de pTregs especificos para antigenos do M. leprae. Além disso, a anergia
celular observada no polo MB da doenca é especifica para o bacilo, uma vez que
estes pacientes frequentemente respondem ao teste tuberculinico (190). Desta forma,
nossa hipotese € que Tregs M.leprae-especificos podem contribuir para a regulagéo
negativa da resposta celular efetora contra o bacilo, fornecendo condi¢bes para o
estabelecimento da infecgéo crbnica. A caracterizacéo detalhada de Tregs no sangue
e pele de pacientes com hanseniase podem fornecer subsidios tanto para possiveis
intervencdes terapéuticas quanto para a maior compreensdo dos mecanismos de

regulacéo imune humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os linfécitos T de sangue e pele de pacientes com hanseniase e

individuos saudaveis de area endémica para hanseniase.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar fenotipicamente linfécitos T CD4* (ex vivo) e especificos para
antigenos de M. leprae (in vitro) de pacientes com hanseniase e individuos
saudaveis de area endémica para hanseniase.

2. Caracterizar fenotipicamente linfocitos T CD8* (ex vivo) e especificos para
antigenos de M. leprae (in vitro) de pacientes com hanseniase e individuos
saudaveis de area endémica para hanseniase.

3. Investigar vias moleculares inibidoras que podem estar envolvidas na
imunossupressao mediada por Tregs M. leprae-especificos na hanseniase.

4. Padronizar a metodologia para obtencao de linfocitos T vidveis de pele humana.

5. Caracterizar fenotipicamente Tregs provenientes de lesdes de pele de pacientes

com hanseniase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes éticas de amostras humanas

A coleta de amostras biolégicas de pacientes e doadores saudaveis foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC). Voluntarios saudaveis e pacientes de 19 a 65
anos (CAAE 30621514.4.1001.5248) e de 66 a 78 anos (CAAE
09519019.7.0000.5248) foram informados dos procedimentos do estudo e
preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta das amostras
de sangue e/ou pele. Doadores saudaveis submetidos a cirurgia plastica para
remocao de pele autorizaram a coleta de amostras (CAAE 12155019.2.0000.5248) e
preencheram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 Populacao estudada

Pacientes com até trés meses de tratamento foram recrutados do Ambulatorio
Souza Araujo da Fiocruz e Hospital Federal de Bonsucesso. Neste estudo, separamos
os pacientes em PB (BT, TT; n=11) e MB (BB, BL, LL; n=27), e controles saudaveis
de area endémica (SAE; n=14). O grupo SAE engloba individuos residentes do estado
do Rio de Janeiro sem contato conhecido com pacientes. Os dados epidemioldgicos,
clinicos e laboratoriais de todos os doadores deste estudo sdo mostrados na tabela
3.1.

Tabela 3.1 — Dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais dos doadores recrutados no estudo.

Caracteristicas Paucibacilares Multibacilares Saudaveis
TT BT Total BB BL LL Total SAE
(n=1) (n=10) (n=11) (n=1) (n=8) (n=18) (n=27) (n=14)
Sexo (F:M) (1:0) (6:4) (7:4) (0:1) a:7) (6:12) (7:20) (11:3)
Idade (mediana/ 25-75%) 65 56/38-61 | 56/44-65 52 48/30-57 39/28-54 45/28-53 37/28-50
indice bacilar
(mediana/desvio padrio) 0 0 0 NI 3,6/2,3-4,8 5/4,3-5,5 4,75/3,6-5 NA
Individuos em tratamento 100% 20% 27,3% - 12,5% 33,3% 25,9% A
(até 3 meses) % (n=1) (n=2) (n=3) (n=1) (n=6) (n=7)

Abreviag@es: IB, indice bacilar; F, feminino; M, masculino; PB, paucibacilar; BT, borderline tuberculéide; BB,
borderline-borderline; BT, borderline-lepromatoso; LL, lepromatoso polar; NA, ndo se aplica. NI, ndo informado.
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O diagnostico dos pacientes de hanseniase foi realizado conforme os critérios
de classificacdo estabelecidos por Ridley e Jopling (191). Amostras de sangue (35
mL) e/ou fragmento de pele por bidpsia de “punch” (6 mm) foram coletados por
profissionais de saude. Além dos pacientes, sangue de doadores saudaveis de area
endémica (SAE) também foram coletados. Pele clinicamente normal foi obtida apés
mamoplastia e abdominoplastia de doadoras. Todos os voluntarios ndo apresentavam
histéria recente de uso de drogas imunossupressoras ou anti-inflamatérias e doencas
autoimunes. Entre os trés grupos, ndo houve diferencas estatisticas significantes entre
as idades, mas € necessario mencionar que o grupo SAE apresenta uma menor
mediana de idade que os demais grupos. Também observamos diferencas na
proporcdo do sexo entre 0s grupos estudados. A maioria dos doadores SAE e PB
recrutados no estudo sdo mulheres, enquanto o grupo MB sdo majoritariamente

homens.

3.3 Material e reagentes

3.3.1 Reagentes

Produto Cddigo Fabricante
Ficoll-Paque Plus 17-1440-03 GE Healthcare
FOXP3 perm buffer 421002 Biolegend
“LIVE/DEAD Near-IR” L10119 Invitrogen
Soro Normal de cabra PCN5000 Gibco
Tampéo HBSS 14175-095 Gibco
Tampao PBS 10x 70013-032 Gibco
Tampéo PBS 1x 20012-027 Gibco
Paraformaldeido P-6148 Sigma-Aldrich
Tampédo EDTAO05 M AM9261 Ambion
Albumina de soro bovino A8022 Sigma-Aldrich
“ProLong Gold Antifade” P10144 Molecular Probes
DAPI 62247 Thermo Scientific
Meio Entellan 100869 Merck
Laminas “Countess” para
C10228 )
contagem de células com Invitrogen
azul de Tripan 0,4%
Colagenase do tipo 4 - 225 ]
LS004188 Worthington
u/mg CLS 4
Solucéo estabilizada de ) ]
L o P4333 Sigma-Aldrich
penicilina-streptomicina
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Desoxirribonuclease | de ) ]
. ) DN25 Sigma-Aldrich
pancreas Bovino
3.3.2 Meio de cultura, suplementos e estimulos
Produto Cdédigo Fabricante
Meio RPMI 1640 11875093 Gibco
GlutaMAX 35050-061 Gibco
Soro AB humano inativado H4522-100ML Siga-Aldrich
HEPES (1M) 15630080 Gibco
Soro Fetal Bovino 12657-029 Gibco
Anti-CD3 Purificado (clone 555336 BD Biosciences
HIT3a)
Anti-CD40 Purificado .
(clone 5C3) 555586 BD Biosciences
Anti-CD28 Purificado . I
(clone 15E8) 130-093-375 Miltenyi Biotec
Sonicado de M. leprae NR-19329 BEI Resources
irradiado
. ) NIH/NIAID “Leprosy
Proteina ML1419c Research Support”

3.3.3 Anticorpos
Citometria de Fluxo
Anticorpo Fluorocromo Marcacgédo Clone Cddigo Fabricante
CD4 ALEXA FLUOR 700 Extracelular RPA-T4 557922 BD Biosciences
CD8 PERCP Extracelular SK1 347314 BD Biosciences
CXCR3 PE Extracelular 1C6/CXCR3 557185 BD Biosciences
CCR4 PECY7 Extracelular 1G1 557864 BD Biosciences
CCR6 APC Extracelular 11A9 560466 BD Biosciences
CD25 BVv421 Extracelular M-A251 562442 BD Biosciences
CCR7 BV510 Extracelular 3D12 563449 BD Biosciences
CD45RA BV650 Extracelular H1100 563963 BD Biosciences
CD69 PECF594 Extracelular FN50 562884 BD Biosciences
CD154 PECY7 Extracelular SC8 130-096-793 Miltenyi Biotec
CD137 APC Extracelular 4B4-1 8061835 BD Biosciences
LAG-3 PE Extracelular T47-530 565616 BD Biosciences
GARP PECF594 Extracelular 7B11 562503 BD Biosciences
CD39 PERCPCY5.5 Extracelular TUG6 564899 BD Biosciences
CD73 BV510 Extracelular AD2 563198 BD Biosciences
CD45RO PECY7 Extracelular UCHL1 560608 BD Biosciences
CD45 APC Extracelular HI30 555485 BD Biosciences
CD3 BV510 Extracelular HIT3a 564713 BD Biosciences
CDh127 PERCPCY55 Extracelular eBioRDR5 45-1278-42 eBiosciences
CD8 BV650 Extracelular RPA-T8 563821 BD Biosciences
FOXP3 ALEXA FLUOR 488 Intracelular PCH101 53-4776-42 eBiosciences
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CTLA-4 PECY7 Intracelular 14D3 25-1529-42 eBiosciences
Imunofluorescéncia
Anticorpo primério Fluorocromo Origem Clone Cédigo Fabricante
e eBioscience
FOXP3 purificado Rato PCH101 14-4776-82
CDh4 purificado Camundongo CA-4 ab82252 Abcam
CD8 purificado Coelho policlonal ab4055 Abcam
Anticorpo Secundéario Fluorocromo Origem Clone Cdédigo Fabricante
) ALEXA FLUOR
Anti-lgG2a-Rato 647 camundongo 2A8F4 ab172333 Abcam
) ALEXA FLUOR ) ]
Anti-lgG1 Camundongo 488 Cabra Policlonal A32723 Invitrogen
) ALEXA FLUOR )
Anti-lgG-Coelho - Cabra Policlonal ab150077 Abcam

3.3.4 Solucbes

PBS 1x

1 parte de PBS concentrado 10x mais 9 partes de agua deionizada, pH 7,2

Solucéo de lavagem

1% p/v de BSA, 1mM de EDTA em PBS 1x g.s.p.

Solucéo de
permeabilizagdo para
FOXP3

1 parte de FOXP3 Perm Buffer concentrado 10x mais 9 partes de PBS 1x, pH 7,2

Solugéo enzimatica

0,8 mg/mL de colagenase do tipo 4, 0,02 mg/mL DNAse I, 10% de soro fetal
bovino, 1% de HEPES e 1% de estreptomicina/penicilina em meio RPMI 1640

Solugéo de
permeabilizacédo para

imunofluorescéncia

10% de SFB, 0,01% de triton em PBS 1x,pH 7,2

3.4

Isolamento de células mononucleares sanguineas (CMS)

Apés coleta de sangue periférico por pungdo venosa em tubos heparinizados

(BD Biosciences, EUA), o sangue foi diluido em solugéo salina tamponada (PBS 1x;

Gibco, EUA), e depositado sobre uma camada de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare,

EUA). ApoOs centrifugacdo a 400xg, em temperatura ambiente, por 30 minutos, a

nuvem contendo as CMS foi coletada cuidadosamente com pipeta sorologica. As CMS

foram lavadas, por centrifugacdo, duas vezes com PBS 1x gelado por 10 minutos a

4°C. A primeira lavagem é realizada a 200xg para remocéao de plaguetas, enquanto a

segunda lavagem é realizada a 300xg. As CMS foram mantidas em solucdo salina

tamponada de Hanks (HBSS, EUA) a 4°C até o inicio da estimulagdo in vitro. A
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avaliacdo de viabilidade e contagem do numero de células foi feita em suspensdes
coradas com Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, EUA), utilizando o contador

automatico Countess Il (Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.5 Estimulacgéo in vitro de CMS com antigenos de M. leprae

Apbs o isolamento, as CMS foram ressuspensas a 10x10° células/mL em meio
RPMI suplementado com 25 nM de HEPES, 1% de GlutaMAX e 5% de soro humano
AB inativado. Em placas de cultura de 96 pocos de fundo em U (Corning, EUA), 1x10°
de CMS foram plaqueadas por pogco. As CMS foram estimuladas com anticorpo
monoclonal anti-CD3 purificado (0,1 pg/mL; controle positivo), sonicado de M. leprae
irradiado (20 pg/mL) e proteina recombinante ML1419c de M. leprae (1 pg/mL).
Anticorpo monoclonal anti-CD28 purificado (1 pg/mL) foi adicionado nas culturas de 7
e 18 horas para fornecer sinais coestimuladores, enquanto o anticorpo monoclonal
anti-CD40 purificado (1 pg/mL) foi adicionado no inicio das culturas de 7 horas para
permitir a deteccdo de CD154. As culturas de células de 7 horas foram realizadas em
banho programado (Eppendorf, ALE) com aquecimento a 37°C por 7 horas e
resfriamento a 4°C até o inicio da citometria de fluxo (Eppendorf, ALE). As culturas de
células de 18 horas foram realizadas em estufa (Thermo Fisher Scientific, EUA) a
37°C e 5% de CO2. Ap6s o término das estimulagdes, as células foram analisadas por
citometria de fluxo para caracterizacao fenotipica.

Escolhemos usar a proteina ML1419c, que é uma diguanilato-ciclase A
expressa pelo M. leprae. Ela sintetiza o0 mensageiro secundario monofosfato ciclico
de guanosina dimérico, metabdlito associado a transducdo de sinal de diversas
bactérias, estando envolvido na sobrevivéncia, diferenciacdo celular, viruléncia e
formacao de biofilme bacteriano (202). Além disso, j& foi demonstrado que a ML1419c
gera resposta de linfocitos T em pacientes PB e contatos de pacientes MB, indicando
seu possivel uso para avaliacdo de resposta imune a antigenos expressos pelo M.
leprae (203). Anticorpo monoclonal anti-CD3 foi usado como controle positivo para

ativacao in vitro de linfocitos T.
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3.6 Identificacdo de linfocitos T antigeno-especificos

Durante culturas de curta duracdo (7 horas), Tregs e Tefs expressam
diferencialmente CD137 (4-1BB) e CD154 (CD40L), duas moléculas indutiveis de
ativagdo precoce. A expressdo de CD154 € altamente especifica para Tefs apoés
ativacao do TCR, sendo induzido transitoriamente durante o curso de ativagdo destas
células, e permitindo a identificacdo de Tefs antigeno-especificos (AgTefs). Uma
limitac&o do uso deste marcador € a sua internalizacéo e degradacao apés a interacao
com CD40 expresso pelas APCs. A adicdo de anticorpos bloqueadores anti-CD40
durante cultura de células de curta duragcdo impede essa interacdo, e
conseguentemente, permite a marcacao extracelular de CD154 (204).

Por outro lado, CD137 foi descrito como um dos genes-alvo do fator de
transcricdo FOXP3. A expressédo de CD137 em culturas de curta duragéo permite a
deteccdo de pTregs com caracteristicas de tTregs, isto é, células com regidao TSDR
desmetilada, auséncia de expressao de CD127 e de producéo de citocinas efetoras.
Assim, o fendétipo CD137* permite a identificacdo de Tregs antigeno-especificos
(AgTregs) com expressao estavel de FOXP3 (205).

CD69 € um dos primeiros antigenos expressos na superficie de linfocitos T
apos ativacdo. Embora ndo seja especifico, ele € amplamente utilizado como
marcador de ativacao linfocitaria recente (212). Deste modo, usamos a marcacao de
CD69 para identificar linfécitos T CD8* respondedores durante as culturas de curta
duracéo.

As frequéncias de células respondedoras em culturas contendo apenas
coestimulo (anticorpo monoclonal anti-CD28 purificado) foram descontadas das
frequéncias de culturas estimuladas para determinacéo da frequéncia induzida pelos

estimulos de M. leprae.

3.7 Citometria de fluxo

As CMS estimuladas ou células de pele foram transferidas para tubos de
microdiluicdo de 1,1 mL (Axygen Scientific, EUA). Os tubos contendo as amostras
foram centrifugados (300xg por 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante descartado. As
células diluidas em 1mL de PBS 1x, marcadas com o marcador de viabilidade e
incubadas a 4°C protegido da luz por 30 minutos. Apds incubacao, as células foram
lavadas novamente em PBS 1x. A parte de marcacdo de viabilidade citada
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anteriormente nédo foi realizada para fenotipagem ex vivo. As células ex vivo, células
estimuladas in vitro e provenientes de tecido foram lavadas em solucao de lavagem.
As células provenientes de pele foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente com bloqueador de receptores Fc humano (BD Biosciences, EUA). Um
coquetel de anticorpos extracelulares para deteccdo de proteinas humanas é
adicionado aos cerca de 50 pL de suspenséo celular em solucdo de lavagem que
permaneceram em cada tubo apdés o descarte por inversdo. As células foram
incubadas protegidas da luz por 30 min a 4°C. Ao fim do periodo de incubacgédo, as
células foram lavadas e fixadas com paraformaldeido a 2% (20 minutos a 4°C).

ApOs essa etapa, as células podem ser armazenadas em solucéo de lavagem
para continuacao da marcacao intracelular no dia seguinte. Para marcacao intracelular
as células foram lavadas com solucdo de permeabilizacdo para FOXP3 e depois
incubadas com esta solugdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos
centrifugacdo, o0 sobrenadante foi descartado de modo que restassem
aproximadamente 50 pL de solucdo de permeabilizacdo dentro do tubo. As células
foram marcadas com os anticorpos intracelulares por 30 minutos protegidas da luz a
temperatura ambiente. Por fim, as células foram lavadas e analisadas em citbmetro
de fluxo FACSAria llu (BD Biosciences, EUA). Foram analisadas 100 mil células da

regiao de linfocitos definida por espalhamento luminoso em cada amostra.

3.8 Dissociacéo de fragmento de tecido de pele

O fragmento de pele de leséo de pele foi obtido por bidépsia de “punch” (6 mm).
O pedaco de tecido foi mantido em meio RPMI a 4°C até o momento da dissociacao.
O método consistiu em dissociacdo mecanica manual, semiautomatica e digestao
enzimatica. Com o auxilio de um bisturi, a gordura subcutanea foi removida e o tecido
fragmentado em pequenos pedacgos. Em seguida, o tecido fragmentado foi incubado
por 18 horas a 37°C com agitacdo de 300 rpm em banho programado com a solugéo
enzimatica (192). Apds o término da digestdo enzimatica, os fragmentos de tecido
foram transferidos para tubo GentleMACS C (Miltenyi Biotec, ALE) e submetidos ao
dissociador semiautomatico (Miltenyi Biotec, ALE) com os seguintes programas:
h_Tumor_ 01 + h_Tumor_02 + h_Tumor_03.

Apoés a dissociacdo semiautomatica, o tubo foi centrifugado (300xg por 2
minutos a 4°C) o sedimento celular ressuspendido em PBS 1x e o contetudo passado

por filtro com poros de 70 um (BD Biosciences, EUA). Em seguida, as células
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dissociadas foram centrifugadas e lavadas em PBS 1x com 2mM de EDTA. Por fim,
as ceélulas foram contadas em suspensdes coradas com Azul de Tripan 0,4%,
utilizando o contador automatico Countess Il (Thermo Fisher Scientific, EUA). Apés a

dissociacao da pele, as células foram avaliadas por citometria de fluxo.

3.9 Imunofluorescéncia

Amostras de pele congeladas foram processadas em micrétomo criostato para
obtencéo de cortes histologicos com 5 uM de espessura aderidos a laminas. O tecido
foi lavado 3 vezes, por 5 minutos, com PBS 1x. A lavagem consiste em depositar PBS
1x sobre o corte histolégico durante 5 minutos e descartar o liquido apds a incubacéo.
Em seguida, a solucdo de permeabilizacdo para imunofluorescéncia era depositada
sobre o corte histolégico por 30 minutos. A marcagcdo com anticorpos primarios foi
realizada em camara Umida por 18 horas.

Apés o término da incubacao, os cortes histolégicos foram lavados por 5 vezes
com solucdo de permeabilizacdo. A marcacdo com anticorpos secundarios foi
realizada por 2 horas protegida da luz. O corante DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) foi
usado para marcar os nucleos. Por fim, os cortes histolégicos foram lavados
novamente por 5 vezes e a lamina montada com o reagente “prolong gold antifade” e
selada com o meio para montagem de lamina Entellan. Por fim, o tecido corado foi

analisado em microscépio de fluorescéncia ZEISS Colibri Observer Z1 (Zeiss, ALE).

3.10 Anélise de dados

Os dados de citometria de fluxo foram avaliados com o software FlowJo v10.8.1.
Gréficos e analise de dados foram realizados com o software GraphPad Prism e
comparacdes entre grupos foram realizadas com valor de p<0,05 aceito como
significante. O teste estatistico Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de Dunn foi
utilizado para comparacdes entre trés grupos, enquanto o teste Mann-Whitney foi

utilizado para comparacgdes entre dois grupos.
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4 RESULTADOS

4.1 Controles saudaveis e pacientes com hanseniase multibacilar mostram
diferencas em proporcbes de Tregs virgens e nas razbes de
subpopulacdes de Tregs e Tefs circulantes.

Logo apods o isolamento, as CMS dos voluntarios foram fenotipadas ex vivo por
citometria de fluxo e as subpopulacbes de Tregs e Tconvs avaliadas. O numero de
doadores recrutados para esta andlise, assim como a mediana de idade estao
mostrados na tabela do anexo 1. Optou-se por analisar células frescas com intuito de
reduzir o impacto do congelamento na expressédo de marcadores de superficie e na
frequéncia de linfécitos T.

A estratégia de analise para a identificacdo das células de interesse consistiu
em quatro passos sequenciais: (i) selecdo de células individuais utilizando os
parametros de dispersao frontal medida pela area (FSC-A) e pela altura (FSC-H) do
pulso; (ii) selecéo da regido de linfocitos através dos parametros FSC-A e dispersao
lateral medida pela area (SSC-A) do pulso; (iii) selecao de células CD4* CD8; (iv)
identificac@o de Tregs pelo fenétipo CD4*CD253°FOXP3* (Fig. 4.1, A). Os Tconvs
foram definidos a partir de uma ferramenta do programa de analise que cria regides
booleanas. Utilizamos a opg¢éo “make not gate” de Tregs para detectar a populagao
de Tconvs (CD4*Tregs), isto é, células CD4* ndo Tregs.

Para definir a populacéo de Tregs, usamos as células CD8* como controle para
identificar os limites de alta expressdo de CD25 e positividade para FOXP3 (Fig. 4.1,
B). O uso das células CD8* como parametro para definir a populagdo de Tregs foi
descrito como uma estratégia mais confiavel do que o uso de controle fluorescéncia
menos uma (FMO) ou anticorpos de isotipo. Além disso, Santegoets e colaboradores
definiram que os marcadores CD3, CD4, CD127 e FOXP3 como requisitos basicos
para a identificacdo de Tregs em amostras clinicas (183). Embora ndo tenhamos
usado anticorpos anti-CD3 e anti-CD127 em nossa fenotipagem de Tregs, nés
confirmamos em cinco voluntarios que a estratégia de Tregs deste estudo
(CD4*CD252°FOXP3*) inclui majoritariamente células CD127- e CD3* conforme o
representativo da Fig. 4.1, C.
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Figura 4.1 - Caracterizacao de subpopulagGes de Tregs e Tconvs circulantes de pacientes com hanseniase
e doadores saudaveis.

Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugacdo e submetidas a
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Graficos representativos da estratégia de citometria de fluxo para
identificacdo de Tregs (CD4*CD252°FOXP3*) e Tconvs (CD4*Tregs’). (B) Gréaficos representativos da estratégia
de citometria de fluxa para definir a populagdo de Tregs. (C) Os Tregs sdo majoritariamente células CD127 e
CD3*. (D) Gréficos representativos da identificagdo de Tregs e Tconvs de memoéria (CD45RA). (E) Frequéncia de
Tregs totais (CD4*CD253"°FOXP3*) e Tregs de memoria (CD4*CD253"°FOXP3*CD45RA") dentre as células CD4*.
(F) Frequéncia de Tconvs de memdria dentre as células CD4*. (G) Proporcéo de Tregs e Tconvs de memoria (H)
Gréficos representativos da analise para detecgdo de Tregs e Tconvs com fendtipo de células T virgens (Ty;
CD45RA*CCR7"), células T de memoria central (Tmc; CD45RA'CCR7"), células T de memoria efetora (Twe;
CD45RACCRTY") e células T efetoras terminantemente diferenciadas (Terp; CD45RA*CCR7"). Frequéncias de
células com fendtipo Tv, Tmc, Tme, Tmeto dentre os Tregs (1) e Tconvs (J). As barras pontilhadas representam as
medianas das frequéncias. As barras acima da mediana representam os quartis superiores, enguanto as barras
abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudaveis de area endémica (SAE). Azul: pacientes
paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). E e F: SAE (n=9), PB (n=8) e MB (n=10). He I
SAE (n=9), PB (n=6) e MB (n=8). As frequéncias foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-

teste de Dunn em que * p<0,05.

A hanseniase € uma doenca com um longo periodo assintomatico, com
alteracOes de resposta imune centradas no M. leprae, assim, as células de memoria,
isto é, populacdes que ja foram expostas ao antigeno cognato, devem estar
envolvidas na patologia da doenca. Além disso, Miyara e colaboradores
demonstraram que Tregs com fendtipo CD45RAFOXP32™ possuem capacidade
supressora in vitro (193). Desta forma, investigamos tanto as frequéncias de Tregs

circulantes totais quanto Tregs com fenétipo de meméaria (Fig. 4.1, D) em voluntarios
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SAE, PB e MB. Nao detectamos diferencas entre as frequéncias de Tregs totais e
Tregs de memoria (Tregsmem; Fig. 4.1, E), assim como Tconvs de memoria
(Tconvsmem; Fig. 4.2, F) nos trés grupos avaliados.

Para avaliar a resposta imune dos doadores torna-se indispensavel a
determinacdo da abundancia relativa entre Tregs e Tconvs (194). Por isso,
investigamos a razdo entre essas subpopulacbes de memoria circulantes.
Observamos uma maior razao de Tregsmem para Tconvsmem Circulantes nos pacientes
MB quando comparados com doadores SAE (SAE: 0,03; MB: 0,07; p<0,05).

Os linfécitos T podem ser separados em quatro subpopulacdes baseados na
expressao de CD45RA e CCRY7 (Fig. 4.1, H). Desta maneira, imunofenotipamos mais
detalhadamente os Tregs e Tconvs, identificando células com fenétipo de linfocitos T
virgens (Tv; CD45RA*CCR7%), linfécitos T de meméria central (Tmc; CD45RA CCRT7Y),
linfécitos T de memoéria efetora (Tme; CD45RACCR7?) e linfécitos T efetores
diferenciados terminais (Teor; CD45RA*CCRY"). Investigamos a frequéncia destas
subpopulacdes dentre os Tregs e Tconvs circulantes. Observamos que as frequéncias
de Tregs com fendtipo Tv estao significantemente maiores no grupo SAE que no grupo
MB (SAE: 9,4%; MB: 4%; p<0,05). Em relacdo aos Tconvs (Fig. 4.1, J), nao
detectamos diferencas estatisticas nas subpopulacdes entre os grupos estudados.

Os Tefs podem expressar diferentes receptores de quimiocinas como parte de
sua especializacdo funcional, mediando sua migracdo para tecidos especificos e
locais de inflamag&o. Duhen e colaboradores demonstraram que os Tregs FOXP3*
também podem expressar estes receptores de quimiocinas (195). A regulacao positiva
dos receptores comeca com a ativacdo de Tregs CD45RA* nos orgaos linfoides e &
completada apoOs sua diferenciagdo em Tregs com fenétipo de memoria, isto €,
CD45R0O" (196). O compartilhamento dos receptores de quimiocinas pode gerar co-
localizac&o apropriada destas subpopulacdes nos tecidos periféricos (197).

A partir da expresséao dos receptores de quimiocinas CCR4, CCR6 e CXCR3,
nés identificamos as subpopula¢gbes TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3*TH17 e CXCR3*
TH2 circulantes (Fig. 4.2). Para isso, escolhemos analisar primeiro a expresséo das
guimiocinas em todas as células CD4" e depois subdividir as células em fenétipo Tregs

ou Tconvs.
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Figura 4.2 — Subpopulac¢6es de Tregs e Tefs circulantes com expressédo de receptores de quimiocinas em
pacientes com hanseniase e doadores saudaveis.

(A) Gréficos representativos da estratégia de analise para identificacdo de Tregs (CD4*CD253°FOXP3*) e Tconvs
(CD4*Tregs’) com fendtipo do tipo TH1 (CD45RA-CXCR3*CCR4 CCR6), TH2 (CD45RA CXCR3 CCR4*CCR6),
TH17 (CD45RACXCR3 CCR4*CCR6*), TH9 (CD45RA'CXCR3*CCR4CCR6*), CXCR3*TH2 (CD45RA
CXCR3*CCR4*CCR6’) e CXCR3*TH17 (CD45RA'CXCR3*CCR4*CCR6*). Frequéncias de Tefs (B) e Tregs (C) do
tipo TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3*TH2 e CXCR3*TH17 dentre as células CD4*. (D) Proporgdo entre as
subpopula¢des de Tregs e Tefs do tipo TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3*TH2 e CXCR3*TH17. As barras pontilhadas
representam as medianas das frequéncias. As barras acima da mediana representam os quartis superiores,
enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudaveis de area endémica (SAE;
n=9). Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequéncias
foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,05.

Assim, as células CD4* foram identificadas de forma similar a demonstrada na
Fig 4.1, A. Em seguida, a estratégia de analise para a identificacdo das subpopulacdes
consistiu nas seguintes etapas (Fig. 4.2, A): (i) selecdo de células de memodria
(CD45RA") atraveés dos parametros FSC-A do pulso e CD45RA,; (ii) identificacdo das

guatro subpopulacdes baseadas na expressdo de CCR6 e CXCRS; (iii) definicdo das
células TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3*TH17 e CXCR3* TH2 a partir da expressao ou
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ndo de CCR4; (iv) identificacdo de Tregs e Tconvs. Assim, os fenétipos das Tregs
(CD4*CD25%"°FOXP3*) e Tconvs (CD4'Treg), sdo: TH1 (CD45RACCR6
CXCR3*CCR4), TH2 (CD45RA'CCR6'CXCR3 CCR4%), TH17 (CD45RA
CCR6*CXCR3 CCR4*), TH9 (CD45RA'CCR6'CXCR3*CCR4), CXCR3*TH17
(CD45RA CCR6'CXCR3*CCR4") e CXCR3*TH2 (CD45RA'CCR6'CXCR3*CCR4Y). A
populacdo TH1/TH17 é tradicionalmente caracterizada como CXCR3*CCR6" (198),
porém os linfocitos TH9 também apresentam o mesmo fenétipo CXCR3*CCR6*CCR4-
(124). Por isso, consideramos linfocitos CXCR3*CCR6*CCR4" como TH9 e células
CXCR3*CCR6*CCR4* como CXCR3*TH17.

N&o detectamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos tanto
para as subpopulactes de Tefs (Fig. 4.2, B) quanto para Tregs (Fig. 4.2, C), quando
analisamos a expressao de receptores de quimiocinas. Porém, ao determinar a razao
entre as duas subpopulacdes, isto é, entre Tregs e Tefs (Fig. 4.2, D), observamos
aumento significativo nos pacientes MB em comparacdo com doadores SAE em
relacéo a respostas do tipo TH1 (SAE: 0,01MB: 0,05; p = 0,004), TH9 (SAE: 0,01; MB:
0,05; p=0,02), CXCR3*TH2 (SAE: 0,1; MB: 0,4; p=0,02) e CXCR3*TH17 (SAE: 0,1,
MB: 0,4; p=0,01). N&o vimos diferencas nas razdes para TH2 e TH17.

Como detectamos diferencas nas razfes entre subpopulacdes CXCR3*, e este
receptor de quimiocinas também é altamente expresso por linfécitos T CD8*,
avaliamos a expressdo de CXCR3 nesta populagédo linfocitaria nos voluntérios

recrutados.

4.2 Controles saudaveis e pacientes com hanseniase mostram diferencas em

proporcdes de linfocitos CD8* com expressao de CXCR3.

Primeiro, investigamos os fenétipos dos linfécitos T CD8* nos grupos
estudados. O numero de doadores para esta analise, assim como a média de idade
estdo mostrados na tabela do anexo 3. Para isso, identificamos as quatro
subpopulacdes de linfocitos T, isto €, Tv, Tmc, Tme € Tepr dentro da regido de células
CD8*. Nao podemos descartar a presenca de células NK dentro dessa regido, mas a
populacdo de células CD8* ex vivo sao predominantemente de células CD3* (Fig. 4.3,
A). Observamos diferencas significantes apenas na frequéncia de células CD8* com
fendtipo Tve (PB: 52,9%; MB: 32,2%; p=0,04) entre pacientes PB e MB (Fig. 4.3, B).
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Figura 4.3 - Caracterizagao fenotipica de linfocitos T CD8* totais circulantes.

Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugagdo e submetidas a
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Graficos representativos da estratégia de andlise para identificagdo de
linfocitos CD8* com fendtipo linfocitos T virgens (Tv; CD45RA*CCR7), linfécitos T de memoria central (Twc;
CD45RACCR7"), linfocitos T de memoria efetora (Tme; CD45RACCRY") e linfécitos T efetores terminantemente
diferenciadas (Teor; CD45RA*CCRT7Y). (B) Frequéncia de células CD8+ com fendtipo Tv, Tmc, Tme € Teot (C)
Representativo da estratégia de citometria de fluxo para identificagcdo de células CD8*CXCR3* com fendtipo de Ty,
Twmc, Tve € Tepr. (D) Os linfécitos CD8*CXCR3* e CD8*CXCR3*CD45RA sdo majoritariamente linfécitos T (CD3").
(E) Frequéncias de linfocitos CD8*CXCR3* e CD8*CXCR3* de memoria. (F) Frequéncias de células CD8*CXCR3*
com fenotipo Tv, Tme, Tme, Tmeot. As frequéncias foram normalizadas pelo nimero de linfécitos CD8*. As barras
pontilhadas representam as medianas das frequéncias. As barras acima da mediana representam os quartis
superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudaveis de area
endémica (SAE). Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). C e D: SAE (n=
11), PB (n= 11) e MB (n=14). E: SAE (n= 11), PB (n=5) e MB (n=12). As frequéncias foram submetidas ao teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005.

Em seguida, avaliamos a expressdo de CXCR3 pelas células CD8*.
Realizamos duas analises, uma considerando apenas células de memoaria totais, isto
€, células CD45RA" e uma segunda considerando as subpopulacées Tv, Tmc, Tve €
Teot (Fig. 4.3, C). Novamente, ndo podemos descartar a presenca de células NK
dentro das subpopula¢cbes avaliadas, mas elas compreendem majoritariamente
linfocitos T (Fig. 4.3, D). As frequéncias foram normalizadas pelo nimero de células
CD8*. Os pacientes MB (Fig. 4.3, E) apresentaram menores frequéncias de linfocitos
CD8*CXCR3* que doadores saudaveis (SAE: 65%; MB: 33,4%; p=0,008). J4 em
relacéo aos linfécitos CD8*CXCR3* de memodria, o grupo MB (8,3%) possui frequéncia
desta populacao significantemente menor que os doadores SAE (25,6%; p=0,02) e
pacientes PB (23,3%; p=0,01).

A investigacdo mais detalhada das subpopulacées de linfocitos CD8*CXCR3*

(Fig. 4.3, E) mostrou que doadores SAE apresentaram maiores frequéncias de
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linfécitos com fendtipo Teor que pacientes MB (SAE: 6,3%; MB: 2,7; p=0,02). Os
doadores MB (7%) possuiram menores frequéncias de linfécitos com fenétipo Tme que
doadores SAE (28%; p=0,02) e pacientes PB (29,9%; p=0,02). Ndo observamos
diferencas entre os grupos para linfocitos Tmc e Tv.

4.3 Proporcédo de Tregs em relacdo a Tefs respondedores a M. leprae alcanca
niveis compativeis com tolerancia dominante em pacientes com

hanseniase multibacilar.

ApoOs a investigacdo da composicdo ex vivo de linfocitos T CD4* e CD8* nos
voluntarios recrutados, caracterizamos os linfocitos T antigeno-especificos através de
um modelo in vitro. Primeiro, avaliamos as frequéncias de Tregs e Tefs M. leprae-
especificos de doadores SAE e pacientes com hanseniase PB e MB. As frequéncias
de linfocitos antigeno-especificos foram normalizadas pela frequéncia de células
CD4".

Devido a baixa frequéncia de células antigeno-especificas no sangue,
utilizamos um marcador de células mortas para reduzir elementos geradores de
artefatos. A estratégia de analise de citometria de fluxo consistiu dos seguintes passos
sequenciais (Fig. 4.4, A): (i) deteccao da regido de células individuais “singlets” pelos
parametros FSC-A e FSC-H do pulso; (ii) selecdo da regido de linfécitos pelos
parametros FSC-A e SSC-A do pulso; (iii) exclusdo de células mortas (células
positivas para o reagente “LIVE/DEAD”); (iv) selegdo das células CD4*CD8; (v)
selecdo de células de memoria (CD45RA"); (vi) selecdo de Tregs (CD252®°FOXP3*) e
criacao de regido booleana de Tconvs (Tregs’). NOs utilizamos novamente os linfocitos
CD8* para delimitar a regido de Tregs pela alta expressdo de CD25 e positividade
para FOXP3 conforme mostrado na figura 4.1, B.

Por fim, os AgTregs foram identificados pelo fen6tipo CD137*CD154", enquanto
0s AgTefs pelo fenotipo CD154*CD137-. Outra vez, nao utilizamos o marcador anti-
CD3 nas andlises, mas confirmamos que o0s AgTregs (CD4*CD45RA
CD253°FOXP3*CD137*CD154) e AgTefs (CD4*CD45RATregs CD137-CD154%)
fenotipados neste estudo sao linfocitos T, isto €, células CD3* (Fig. 4.4, B).

Em resposta ao sonicado de M. leprae, identificamos aumento significativo (Fig.
4.4, C) na frequéncia de AgTregs em pacientes PB (0,58%) quando comparados com
doadores SAE (0,16%; p=0,04) e pacientes MB (0,15%; p=0,02). Também detectamos

diferencas nas medianas dos grupos em relagdo aos AgTefs, tendo os pacientes MB
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(0,1%) menores frequéncias que pacientes PB (0,8%; p=0,002) e SAE (0,5%; p=
0,01). Nao detectamos diferencas estatisticas nas frequéncias de AgTregs e AgTefs
em resposta a proteina ML1419c (Fig. 4.4, D).

Para determinar a resposta imune especifica, correspondente aos estados de
tolerdncia dominante ou imunidade dos doadores, avaliamos a abundancia relativa
das subpopulacdes M. leprae-especificas através da determinacdo da raz&do entre
essas subpopulacbes (Fig. 4.4, E). Razdo AgTregs/AgTefs superior a 1 indica
predominéncia de resposta tolerogénica, isto €, quando a frequéncia de Tregs excede
a frequéncia de Tefs (143). Detectamos aumento significativo da razdo de AgTregs
para AgTefs nos MB em comparagdo com o grupo controle SAE tanto em resposta ao
sonicado (SAE:0,4; MB: 2,5; p=0,008) quanto ML1419c (SAE: 0,3; MB: 3,1; p=0,02).
Os pacientes PB apresentaram medianas intermediarias de 1 e 0,9 em resposta ao
sonicado e ML1419c, respectivamente.
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Figura 4.4 — Caracterizagdo de Tregs e Tefs antigeno-especificos em culturas de curta duragdo com
antigenos de M. leprae.

Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c
na presenca de anti-CD28 e anti-CD40 por 7 horas. Apds a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de
fluxo para deteccdo das subpopulagdes celulares de interesse. (A) Graficos representativos da estratégia de
andlise para deteccdo de Tregs antigeno-especificas (AgTregs; CD4*CD45RA CD253"°FOXP3*CD137*CD154") e
Tefs antigeno-especificos (AgTefs; CD4*CD45RA Tregs'CD137-CD154"). (B) Gréficos representativos mostrando
que os AgTregs e AgTefs sdo majoritariamente linfocitos T (CD3*). (C) Frequéncias de AgTregs e AgTefs em
resposta ao sonicado. (D) Frequéncias de AgTregs e AgTefs em resposta a proteina ML1419c. (E) Proporg¢é&o entre
AgTregs e AgTefs em culturas estimuladas com sonicado e ML1419c. As frequéncias de células especificas foram
normalizadas pela frequéncia de células CD4* e as porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 sao
subtraidas das frequéncias de culturas estimuladas para identificacdo de células antigeno-especificas. As barras
representam medianas. Cada ponto representa um doador. Verde: Doadores saudaveis de area endémica. Azul:
pacientes paucibacilares. Vermelho: pacientes multibacilares. As frequéncias e a razéo (AgTregs/AgTefs) foram
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,005. Gréficos
em escala logaritmica.
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Investigamos o fen6tipo de memoaria dos linfocitos T M. leprae-especificos nas
culturas de curta duracao, isto €, memoria central e efetora. Para isso, determinamos
dentro das populacdes de interesse as populacbes CCR7* e CCR7 para a
identificacdo de linfocitos Twc e Twe, respectivamente (Fig. 4.5, A).

Observamos que os AgTregs (Fig. 4.5, B) de doadores SAE (Twc: 32,6%; Twe:
67,4%; p=0,001), assim como pacientes PB (Twmc: 28,4%; Twme: 71,6%; p=0,002) e MB
(Tmc: 24,8%; Twme: 75,2%; p=0,0002) apresentam majoritariamente fenotipo de
linfécitos Tme em resposta ao sonicado. Isso também foi observado para os AgTregs
em resposta a ML1419c para pacientes PB (Tmc: 26,7%; Tme: 73,3%; p< 0,02) e MB
(Tmc: 31,8%; Twme: 68,2%; p<0,008).
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Figura 4.5 - Caracterizacdo do fen6tipo de meméria dos linfécitos T reguladores e T efetores M. leprae-
especificos em culturas de curta duragéo.

Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c¢
na presenca de anti-CD28 e anti-CD40 por 7 horas. Apds a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de
fluxo para deteccdo das subpopulagbes celulares de interesse. (A) Graficos representativos da estratégia de
andlise para detecgdo de AgTregs e AgTefs com fenétipo de células de memodria central (Tmc) € memdria efetora
(Twe). (B) Perfil de linfécitos Tmc e Tve dentre os AgTregs em resposta ao sonicado e ML1419c. (C) Perfil de
linfocitos Twc e Tme dentre os AgTefs em resposta ao sonicado e ML1419c. (D) Frequéncias de AgTregs com
fenétipo Tmc e Tve dentre as células CD4* em resposta ao sonicado. (E) Frequéncias de AgTefs com fen6tipo Twc
e Twve dentre as células CD4* em resposta ao sonicado. (F) Frequéncias de AgTregs com fendtipo Tmc e Tve dentre
as células CD4* em resposta a ML1419c. (G) Frequéncias de AgTefs com fendtipo Tmc € Tme dentre as células
CD4* em resposta a ML1419c. As frequéncias (D -G) foram normalizadas pela frequéncia de células CD4"* e as
porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram subtraidas das frequéncias de culturas estimuladas
para identificacdo de células antigeno-especificas. As barras pontilhadas representam as medianas das
frequéncias. As barras acima da mediana representam 0s quartis superiores, enquanto as barras abaixo
representam o0s quartis inferiores. Verde: Doadores saudaveis de area endémica (SAE; n=7). Azul: pacientes
paucibacilares (PB; n=6). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequéncias foram submetidas ao
teste de Kruskal-Walllis, seguido pelo pés-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005 e **** p<0,0001.
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Em resposta ao sonicado (Fig. 4.5, D), identificamos que os AgTefs de
doadores saudaveis (Twmc: 74,8%; Twe: 25,2%; p=0,001) e pacientes MB (Tmc: 76,7%;
Tme: 23,3%; p<0,0001) sdo majoritariamente linfocitos Tmc, enquanto nos pacientes
PB h& um balango entre as subpopulacbes Tmc e Tme. Detectamos um perfil similar
em resposta a proteina ML1419c, em que doadores SAE (Twmc: 71,0%; Twme: 29,0%;
p=0,001) e MB (Tmc: 77,9%; Twme: 22,1%; p<0,0001) apresentam diferencas
estatisticas na proporc¢ao de linfocitos Tmc e Twe.

Para quantificar os AgTregs e AgTefs com fen6tipo Tmc € Tme, normalizamos
as frequéncias destas subpopula¢des pelo nimero de células CD4*. Nao detectamos
diferencas estatisticas entre os AgTregs em resposta ao sonicado (Fig. 4.5, D) e
ML1419c (Fig. 4.5, F) com fendtipo Tmc e Tme entre os trés grupos avaliados.

Em relagdo aos AgTefs, observamos diferencas apenas nas culturas
estimuladas com sonicado (Fig. 4.5, E). Os pacientes MB apresentam uma reducao
significativa na frequéncia de AgTefs com fenotipo Tmc quando comparados com
doadores SAE (SAE: 0,25%; MB: 0,03%; p=0,009). AgTefs com fendtipo Tme foram
detectados em menores frequéncias nos pacientes MB (MB: 0,01%) que PB (PB:
0,3%; p=0,02) e SAE (SAE: 0,2%; p=0,01). Para a proteina ML1419c (Fig. 4.5, G), ndo
observamos diferencas estatisticas nas frequéncias das subpopulacdes de AgTefs

entre 0os grupos estudados.

4.4 Controles saudéaveis e pacientes com hanseniase mostram diferencas na

proporc¢éo de linfécitos T CD8* respondedores por apresentacao cruzada

Os linfécitos T CD8* participam da resposta imune contra patdégenos
intracelulares como o M. leprae. ApOs a caracterizacao de Tregs e Tefs, avaliamos os
linfécitos T CD8* recentemente ativados por sonicado de M. leprae ou ML1419c. Os
estimulos utilizados neste estudo permitem a ativacdo de células CD8* apenas por
apresentacao cruzada (211). A estratégia de citometria de fluxo consistiu na selecao
de células CD69* dentro da regido de células CD8* seguido da identificacdo de células
com fenétipo de meméria (CD45RA") ou fendtipo Tmc, Tme, Tv € Teor baseado na
expressdo de CD45RA e CCR7 (Fig. 4.6, A). Observamos que o fendtipo
CD8*CD69*CD45RA" compreende majoritariamente linfocitos T (CD3*), enquanto o
fendtipo CD8*CD69* inclui uma populacédo de células CD3" (Fig. 4.6, B). Normalizamos
as frequéncias de linfécitos T CD8"* respondedores pelo numero de CD8*.
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Em resposta ao sonicado de M. leprae (Fig. 4.6, C), os pacientes MB
apresentaram menores frequéncias de linfocitos CD8*CD69* (1,1%) que doadores
SAE (3,8%; p=0,008) e pacientes PB (4,4%; p=0,007). Os pacientes MB também
apresentaram menores frequéncias de linfocitos CD8*CD69*CD45RA" (0,4%) que 0s
doadores SAE (1,8%; p=0,01) e PB (2%; p=0,005). Ja em relacdo a proteina ML1419c
(Fig. 4.6, D), ndo identificamos diferencas entre os grupos estudados tanto para CD8*

ativadas totais quanto de memoéria.
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Figura 4.6 — Caracterizagdo de linfécitos CD8* ativadas por apresentagdo cruzada em culturas de curta
duracao com antigenos de M. leprae.

Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugagao e estimuladas in vitro
com sonicado de M. leprae e ML1419c (proteina recombinante de M. leprae) na presenga de anti-CD28 por 7
horas. Ap0s a cultura de curta duragdo, fenotipamos as células por citometria de fluxo. (A) Gréaficos representativos
da analise de células CD8*CD69" totais, e células com fenétipo de memadria (CD45RA") e linfécitos T virgens (Tv;
CD45RA*CCR7*), linfécitos T de memoria central (Tmc; CD45RA'CCR7™), linfocitos T de memdria efetora (Twe;
CD45RACCRTY) e linfdcitos T efetores terminantemente diferenciadas (Teot; CD45RA*CCRY7"). (B) Representativo
de marcagédo com anti-CD3 mostrando que aproximadamente 15% das células CD8*CD69* nao séo linfécitos T,
enquanto as células CD8*CD45RA" sédo majoritariamente células CD3*. Frequéncias de células CD8*CD69" totais
e de memdria em resposta ao sonicado de M. leprae (C) e ML1419c (D). Frequéncias de células CD8*CD69* com
fendtipo Tv, Tmc, Tme em culturas estimuladas com sonicado (E) e ML1419c (F). As frequéncias de células ativadas
foram normalizadas pela frequéncia de células CD8* e as porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28
sdo subtraidas das frequéncias de culturas estimuladas para identificagdo de células respondedoras aos
antigenos. As barras pontilhadas representam as medianas das frequéncias. As barras acima da mediana
representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores
saudaveis de area endémica (SAE). Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB).
C e D: SAE (n=9), PB (n=9) e MB (n=13). E e F: SAE (n= 8), PB (n= 6) e MB (n=10). As frequéncias foram
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005 e *** p<0,0005.

A avaliagdo das subpopulacdes Twmc, Tme, Tv e Tepr evidenciou que 0s
pacientes MB (Twmc: O; Twme: 0,8%) apresentaram uma reduc¢ao significativa na mediana
das frequéncias de linfécitos T CD8* respondedores com fenétipo Twc (p=0,0003) e

Tme (p=0,006) que doadores SAE (Twmc: 0,5%; Twme: 1,9%) em resposta ao sonicado
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(Fig. 4.6, E). Os pacientes MB também apresentaram menores frequéncias de
linfécitos T CD8* respondedores com fendtipo Tme que pacientes PB (PB:2,9%; MB:
0,8%; p=0,02). Nado detectamos diferencas nas frequéncias de linfécitos T CD8*
respondedores com fendtipo Tv e Teprt entre 0s grupos em resposta ao sonicado. Em
relacdo a proteina ML1419c, ndo vimos diferencas nas frequéncias das
subpopulacdes de linfécitos T CD8* (Fig. 4.6, F).

4.5 Perfil funcional dos Tregs M. leprae-especificos de pacientes com

hanseniase.

Também caracterizamos fenotipicamente os Tregs em culturas de 18 horas
estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c. Esta cinética de maior duracao
foi escolhida para detectar moléculas associadas a funcdo supressora de Tregs.
Como mencionado anteriormente, CD154 é expresso transitoriamente no curso de
ativacado de Tefs, sendo usado como marcador apenas em estimulacdes antigénicas
de curta duracdo. Por isso, devido a auséncia deste marcador nas culturas de 18
horas, optamos por identificar Tconvs ativadas usando a expresséo alta para CD25 e
negativa para FOXP3 (aTconvs; CD4*CD45RACD253°FOXP3"), enquanto os Tregs
especificos para antigenos de M. leprae foram caracterizados como CD4*CD45RA"
CD252°FOXP3*CD137*. Os Tregs foram identificados usando as células CD4- como
controle para delimitar a populacéo (Fig. 4.7, A).

Primeiro, para confirmar que a auséncia de CD154 nao influencia na frequéncia
de AgTregs, comparamos as porcentagens de AgTregs (CD4*CD45RA
CD252°FOXP3*CD137+*CD154) e Tregs CD137* (CD4*CD45RA
CD252°FOXP3*CD137*) de todos os voluntarios recrutados, isto é, doadores
saudaveis e pacientes nas culturas de curta duracdo. Podemos observar que nao
houve diferencas nas medianas de frequéncias de Tregs tanto para o sonicado quanto
para a ML1419c (Fig. 4.7, B). Por isso, continuaremos chamando os Tregs CD137*
nas culturas de 18 horas de AgTregs.

Comparamos as frequéncias de AgTregs entre pacientes PB e MB de
hanseniase nas culturas de 18 horas (Fig. 4.7, C). Em resposta ao sonicado,
detectamos maiores frequéncias nos pacientes PB que MB (PB: 1,2%; MB: 0,5%;
p=0,003). Ja em relacdo a proteina ML1419c, observamos frequéncias similares entre
os dois grupos (0,3%). Em relacdo aos aTconvs, os pacientes PB (PB: 5,8%; MB:

0,3%; p=0,0002) apresentam um aumento significativo na frequéncia desta populacao
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quando comparados com pacientes MB (Fig. 4.7, D). Em relacao a proteina ML1419c,
nao observamos diferenca estatisticas entre os pacientes PB e MB.

Por fim, avaliamos a razado entre AgTregs e aTconvs nas culturas de 18 horas
(Fig. 4.7, E). ldentificamos maior raz&o nos pacientes MB quando comparados com
pacientes PB em resposta ao sonicado de M. leprae, resultado compativel com a
resposta tolerogénica nestes pacientes (PB: 0,3%; MB: 2,2%; p=0,0002). O uso de
marcador de ativacdo ndo especifico (CD25) para Tconvs evidenciou que nestas
condicbes os pacientes PB apresentam predominancia de resposta efetora contra os
antigenos do bacilo (razdo < 1). Ndo detectamos diferencas estatisticas para a
proteina ML1419c.
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Figura 4.7 — Caracterizagdo de Tregs M. leprae-especificos e Tconvs ativados de pacientes com hanseniase
em culturas de 18 horas.

Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419¢c
na presenca de anti-CD28 por 18 horas. Apds a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para
deteccdo das subpopulacdes celulares de interesse. (A) Graficos representativos da andlise de AgTregs
(CD4*CD2523°FOXP3*CD137*) e T convencionais ativados (aTconv; CD4*CD252©°FOXP3") em culturas de 18
horas. (B) Frequéncias de Tregs com fen6tipo CD137*CD154 e CD137* em culturas de 7 horas estimuladas com
sonicado e ML1419c. (C) Frequéncia de AgTregs (CD137*) em culturas de 18 horas em resposta ao sonicado e
ML1419c. (D)) Frequénciade aTconv em culturas de 18 horas em resposta ao sonicado e ML1419c. (E) Propor¢éo
entre AgTregs e aTconv em culturas estimuladas com sonicado e ML1419c por 18 horas. As frequéncias foram
normalizadas pelo nimero de CD4*. As porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram subtraidas
das frequéncias de culturas estimuladas. As barras pontilhadas representam as medianas das frequéncias. As
barras acima da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis
inferiores. Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=11). As frequéncias
e arazdo (AgTregs/AgTefs) foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que ** p<0,05 e ** p<0,0005.

Os Tregs possuem um vasto repertorio de vias moleculares que geram a
supressdo de Tefs (146). Por isso, fomos investigar a expressdo de moléculas
inibidoras nos AgTregs para inferir possiveis mecanismos de supressao
desempenhados por estas células em pacientes de hanseniase. Comparamos a
expressdo de CD39, CD73, CTLA-4, GARP e LAG-3 em AgTregs e Tregs néo ativados

(Tregs CD137) em culturas de 18 horas estimuladas com sonicado ou ML1419c.
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Dentro da regido de Tregs, selecionamos os AgTregs (CD137%) e criamos uma regiao
booleana “not gate" de linfocitos CD137-, isto €, Tregs ndo ativados (Tregs CD137").
Dentro das duas subpopulacfes de Tregs, identificamos as células positivas para os
marcadores avaliados (Fig. 4.8, A). As frequéncias de AgTregs e Tregs CD137"
positivas para as moléculas inibidoras foram normalizadas pelo nimero de Tregs
totais. As porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram descontadas
das frequéncias das culturas estimuladas para deteccdo da expressdo de CD39,
CD73, CTLA-4, GARP e LAG-3 induzida pelos estimulos utilizados.

Detectamos maior expressdo de CD39 (Fig. 4.8, B) em AgTregs quando
comparados com Tregs CD137" tanto de pacientes PB (AgTregs: 15,7%; Tregs
CD137: 0; p<0,0001) quanto MB (AgTregs: 5,7%; Tregs CD137": 0; p<0,0001) em
resposta ao sonicado. Embora com frequéncias menores, observamos resultados
similares (AgTregs: 5%; Tregs CD137: 0) nas culturas estimuladas com proteina
ML1419c para pacientes PB (p=0,0002) e MB (p=0,0004). Observamos maior
expressao de CD73 (Fig. 4.8, C) apenas nos AgTregs de pacientes PB em resposta
ao sonicado (AgTregs: 1,7%; Tregs CD137": 0; p=0,003).

O sonicado induziu maior expressao de CTLA-4 (Fig. 4.8, D) em AgTregs de
pacientes PB (22,5%; p<0,0001) e MB (14%; p<0,0001) quando comparados com 0s
Tregs CD137- (AgTregs: 0). Os AgTregs de pacientes PB (AgTregs: 7,9%; Tregs
CD137: 1,2%; p=0,001) e MB (AgTregs: 13,2 %; Tregs CD137: 0; p=0,0005) também
expressaram mais CTLA-4 que Tregs CD137" em resposta a ML1419c. Em resposta
ao sonicado, os AgTregs de pacientes PB (AgTregs: 5,7%; Tregs CD137": 1,4%;
p=0,007) e MB (AgTregs: 2%; Tregs CD137": 0; p<0,0009) expressaram mais GARP
(Fig. 4.8, E) que os Tregs CD137- Nao observamos diferencas entre as
subpopulac¢des dos grupos PB e MB em relacdo a ML1419c. Por fim, sé detectamos
aumento na inducédo da expresséo de LAG-3 (Fig. 4.8, F) pelas AgTregs do grupo MB
em resposta ao sonicado (AgTregs: 0,9%; Tregs CD137": 0; p=0,03).

CD73 também é expresso por linfocitos T CD4* (169). Por isso, investigamos
qual subpopulacdo expressa mais este marcador (Fig. 4.8, G). Em resposta ao
sonicado, identificamos que os Tconvs (9,5%) de pacientes PB expressam mais CD73
que os Tregs (0,2%; p<0,04) e os AgTregs (0,1%; p<0,0001). Os Tconvs (11,9%) de
pacientes MB também expressam mais CD73 que Tregs (0,2%; p=0,01) e AgTregs
(0,04%; p<0,0001). N6s também detectamos diferencas na expressdo de CD73 entre
Tregs e AgTregs (p=0,04) em pacientes MB. Ja foi demonstrado que a adenosina

pode ser produzida em microambientes contendo células CD4*CD73* e Tregs CD39*
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a partir do contato entre essas duas subpopulagdes (169). Assim, esta via pode estar
envolvida na imunossupressao da hanseniase, ja que ambas as subpopulacfes foram
detectadas no sangue periférico dos pacientes.

Quanto as culturas estimuladas com ML1419c, observamos que os Tconvs
(11%) de pacientes PB apresentam maior expressao de CD73 que os AgTregs
(0,02%; p=0,0001). Para pacientes MB detectamos maior expressao de CD73 tanto
pelos Tconvs (11,4%) em relagdo aos Tregs (0,3%; p=0,03) quanto AgTregs (0,03%
p<0,0001). Também detectamos diferencas entre Tregs e AgTregs (p=0,04). Assim,
0os AgTregs de pacientes com hanseniase expressam moléculas inibidoras
associadas a atividade supressora destes linfécitos T.
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Figura 4.8 — Caracterizagcdo de moléculas inibidoras expressas em Tregs antigeno-especificos em culturas
de 18 horas com antigenos de M. leprae.

Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c
na presenca de anti-CD28 por 18 horas. Apés a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para
deteccao das subpopulacdes celulares de interesse. (A) Gréaficos representativos da estratégia de analise para
deteccgdo da expressado de CD39, CD73, CTLA4, GARP e LAG3 pelos linfocitos T reguladores (Tregs). Frequéncia
de AgTregs e Tregs CD137" expressando CD39 (B), CD73 (C), CTLA-4 (D), GARP (E), LAG-3 (F) em resposta ao
sonicado e proteina ML1419c. (G) Expressédo de CD73 pelas linfocitos Tconvs, Tregs totais e AgTregs em culturas
estimuladas com sonicado e ML1419c. (B-F) As frequéncias foram normalizadas pelo nimero de Tregs totais e as
frequéncias das culturas com apenas anti-CD28 foram subtraidas das porcentagens de culturas estimuladas para
deteccao da expressdo das moléculas inibidoras induzidas pelos antigenos de M. leprae. As barras representam
medianas. Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). Cada ponto representa
um paciente. As frequéncias foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que * p<0,05, ** p<0,005, ***
p<0,0005 e **** p<0,0001.
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Em seguida avaliamos o perfil multifuncional dos AgTregs, isto é, a capacidade
dos AgTregs de expressar uma ou mais de duas vias de supressao simultaneamente.
Para isso, utilizamos o recurso de regiées booleanas do programa de analise para
criar as combinacdes possiveis de expressao dos marcadores CD39, CD73, CTLA-4,
GARP e LAG-3 pelos AgTregs. Desta forma, selecionamos as populacdes CD397,
CD73*, CTLA4*, GARP* e LAG3"* dentro da regido de AgTregs ou Tregs CD137 e
criamos as regides atraveés da funcéo. A subpopulacéo
CD39*CD73*CTLA4*GARP*LAG3* gerada pelo programa identifica os Tregs com as
5 vias de supressdo. As porcentagens das demais subpopulagdes criadas (com
positividade para 1, 2, 3 ou 4 marcadores) foram somadas para demonstrar o
percentual de AgTregs com expresséo de 1, 2, 3 ou 4 vias de supressao.

Primeiro, avaliamos a média da distribuicdo do numero de vias de supressao
dentro da regido de AgTregs. Em resposta ao sonicado de M. leprae (Fig. 4.9, A), os
AgTregs de pacientes expressaram majoritariamente pelo menos uma das vias de
supressdo avaliadas. Além disso, os AgTregs compreenderam principalmente
linfécitos T expressando de 1 a 3 vias de supressdo. Em relagdo a proteina ML1419c
(Fig. 4.9, B), os AgTregs dos pacientes MB apresentaram perfil bastante similar ao
dos linfocitos T estimulados pelo sonicado. Ja os AgTregs de pacientes PB
apresentaram um pequeno aumento na propor¢ado da subpopulagédo que expressa 2
vias de supressao quando comparado com o sonicado.

Em seguida, quantificamos os AgTregs expressando de 1 ou de 2 a 4 vias de
supressdo. Normalizamos as frequéncias pelo numero de Tregs e subtraimos as
frequéncias das culturas contendo apenas anti-CD28 das porcentagens das culturas
estimuladas para identificar apenas as células ativadas pelo sonicado e ML1419c. Os
AgTregs de pacientes PB (5,1%; p=0,0002) e MB (3,4%; p<0,0001) apresentaram
maiores frequéncias de células com 1 via de supressdo (Fig. 4.9, C) quando
comparados com Tregs ndo ativados em resposta ao sonicado. Observamos
resultados similares nas culturas estimuladas com ML1419c, tendo os pacientes as
seguintes frequéncias: PB (2,5%; p=0,0006) e MB (3,3%; p<0,0001).

Em relacdo as células com 2 vias de supressao, observamos frequéncias
significantemente maiores em AgTregs de pacientes PB (11,9%; p=0,0002) e MB
(6,2%; p=0,009) quando comparados com Tregs CD137" em resposta ao sonicado
(Fig. 4.9, D). Detectamos resultados similares em resposta a proteina ML1419c para
PB (3,5%; p=0,006) e MB (4,8%; p=0,002).
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Detectamos maiores frequéncias de AgTregs com 3 vias de supresséo (Fig.
4.9, E) apenas em resposta ao sonicado de M. leprae tanto para o grupo PB (AgTregs:
5,2%; Tregs CD137: 1,1%; p<0,004) quanto para o MB (AgTregs: 1,6%; p=0,02). Ja
para células com 4 vias de supressao (Fig. 4.9, F), observamos diferencas apenas no

grupo MB em resposta ao sonicado (AgTregs: 0,4%; Tregs CD137": 0; p=0,002).
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Figura 4.9 — Perfil multifuncional dos Tregs antigeno-especificos em culturas de 18 horas com antigenos
de M. leprae.

Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419¢
na presenca de anti-CD28 por 18 horas. Apds a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para
identificagdo das subpopulagdes de interesse. Usamos a ferramenta de “gates” booleanos do programa de analise
para criar as combinagOes possiveis de subpopulacdes baseadas na expressédo de CD39, CD73, CTLA4, GARP
e LAG3. Assim, separamos os AgTregs e Tregs CD137-de acordo com o ndmero de vias de supressdo expressas
por uma Unica célula, ou seja, células expressando de 1 a 5 vias de supressao. (A-B) Graficos de pizza exibindo o
perfil funcional das AgTregs de pacientes PB e MB em resposta ao sonicado de M. leprae e ML1419c. (A-F)
Frequéncia de AgTregs e Tregs CD137" expressando de 1 a 4 vias de supressdo em resposta ao sonicado e
proteina ML1419c. (F) Frequéncias de AgTregs e Tregs CD137- funcionais, isto &, células expressando pelo menos
1 via de supressdo. (A-B) As porcentagens referem-se as médias das frequéncias de cada grupo. (C-G) As
frequéncias foram normalizadas pelo nimero de Tregs totais e as frequéncias das culturas com apenas anti-CD28
foram subtraidas das porcentagens de culturas estimuladas para detecgdo da expressao das moléculas inibidoras
induzidas pelos antigenos de M. leprae. As barras pontilhadas representam as medianas. Cada ponto representa
um paciente. As frequéncias foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que *p<0,05, ** p<0,005,*** p<0,0005
e *** pn<0,0001.

Por fim, avaliamos as frequéncias de Tregs funcionais, isto é, Tregs
expressando pelo menos uma das moléculas inibidoras (Fig. 4.9, G). Para isso,
somamos as frequéncias de AgTregs de 1 a 5 fungdes. Detectamos que os AgTregs
de pacientes PB (26,1%; p=0,0002) e MB (14,2%; p=0,0007) apresentaram aumento
significativo da expressédo de moléculas funcionais quando comparados com Tregs

nao ativados em resposta ao sonicado.
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Comparando pacientes PB e MB, detectamos maior frequéncia de AgTregs
funcionais em pacientes PB (p=0,0007). Também observamos maior frequéncia de
AgTregs funcionais quando comparados com Tregs nao ativados para a proteina
ML1419c em pacientes PB (8,2%; p=0,002) e MB (14%; p=0,03).

4.6 Controles saudaveis e pacientes com hanseniase mostram diferencas em
proporcdes de Tregs e Tefs com padrdo migratorio (CCR4") para tecidos

periféricos.

O receptor CCR4 esta envolvido na migracdo de linfécitos T para tecidos
periféricos, incluindo a pele. Este receptor pode ser expresso tanto pelos Tregs quanto
linfécitos T CD4* de memoria independentemente da polarizacdo TH1 e TH2 (199,
200). Halim e colaboradores usaram uma estratégia de analise baseada na expressao
de CXCR3 e CCR6 pelas células CCR4* que permite a identificacdo de Tregs e
Tconvs do tipo TH1, TH2, TH17 e TH1/17 com padrBes migratorios (CCR4*) para
tecidos periféricos (201).

Desta forma, investigamos essas quatro populacdes circulantes nos pacientes
de hanseniase e doadores SAE em condi¢des ex vivo. A estratégia de andlise por
citometria de fluxo consistiu em selecionar Tregs e Tconvs e em seguida, selecionar
em cada subpopulacdo as células CD45RA CCR4*, para posteriormente analisar a
expressdo de CXCR3 e CCR6 (Figura 4.10, A). Os valores de frequéncia encontrados
foram normalizados para demonstrar a propor¢ao das subpopulagdes dentre todos 0s
Tregs ou todos os Tconvs.

Detectamos diferencas significativas para Tregs do tipo TH1 (PB:17,1%; MB:
7,3%; p=0,006) quando o grupo MB foi comparado com pacientes PB e TH1/TH17
(SAE: 3,3%; MB: 0,2%; p=0,04) e TH17 (SAE: 15,3%; MB: 1,5%; p=0,02) quando
comparado com o grupo SAE (Fig. 4.10, B). Pacientes MB também apresentaram
reducéo significativa nas frequéncias de Tconvs (Fig. 4.10, C) com perfil TH1 (PB: 3,4
%; MB: 1,1%; p=0,02), TH1/TH17 (SAE: 1,9%; MB: 0,3%; p=0,02) e TH17 (SAE: 0,4%;
MB: 0,01%; p=0,03). A distribuicdo das subpopula¢des do tipo TH1, TH2, TH17,
TH1/17 é similar para Tregs ou Tconvs, quando a analise é feita dentro de cada grupo
de doadores (Fig. 4.10, D). E necessario mencionar que a subpopula¢do CXCR3*TH2
é fenotipicamente semelhante a subpopulacdo TH1 com padrées migratorios para
tecidos periféricos (CD4*CD45RA'CCR4*CXCR3*CCR6)).
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Figura 4.10 - Caracterizacdo de Tregs e Tefs com padrdo migratdrio (CCR4*) para tecidos periféricos em
pacientes com hanseniase e doadores saudaveis.

Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugagcdo e submetidas a
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Graficos representativos da estratégia de citometria de fluxo para
identificacdo de e Tconvs com padrdes migratérios para tecidos periféricos (CCR4*). Fendtipos do tipo TH1
(CD45RA-CCR4*CXCR3* CCR6), TH2 (CD45RA-CCR4*CXCR3 CCR6Y), TH17 (CD45RA-CCR4*CXCR3 CCR6*)
e TH1/TH17 (CD45RA-CCR4*CXCR3* CCR6). (B) Frequéncias Tregs do tipo TH1, TH2, TH17, TH1/TH17. (C)
Frequéncias Tconvs do tipo TH1, TH2, TH17, TH1/TH17. (D) Proporgdo das subpopulagdes do tipo TH1, TH2,
TH17, TH1/TH17 (média) dentre os Tregs e Tefs CCR4* de memodria. (B-C) As frequéncias foram normalizadas
pelo nimero de Tregs e Tefs. As barras pontilhadas representam as medianas das frequéncias. As barras acima
da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores.
Verde: Doadores saudaveis de area endémica (SAE; n=9). Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho:
pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequéncias foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,005.

4.7 Tregs provenientes de lesdo de pele de pacientes com hanseniase

Este estudo também teve como objetivo caracterizar os Tregs provenientes de
fragmentos de lesédo de pele por citometria de fluxo. Inicialmente, dissociamos quatro
amostras de pele de 6 mm de pacientes MB (Fig. 4.9). Devido ao baixo rendimento de
células, neste momento, optamos por pular a etapa de marcagdo para exclusao de
células mortas. Assim, a analise por citometria de fluxo para deteccéo de Tregs foi a
seguinte: (i) identificacdo de células individuais pelos parametros FSC-A e FSC-H do
pulso; (ii) identificacdo da regido de linfocitos; (iii) selecdo de células CD4*; (iv)
deteccao de Tregs pela alta expressao de CD25 e positividade para FOXP3 (Fig. 4.11,
A).

Para investigar a influéncia da solucdo enzimatica nas células, avaliamos as
marcagbes em CMS sem e com tratamento enzimatico. Primeiro, avaliamos as
marcacOes de CD4 e CD8 (Fig. 4.11, B). Observamos que o tratamento reduz a

mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD4, entretanto, ainda é possivel
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separar ambas as populagdes positiva e negativa. Nao detectamos diferencas no MFI
de CD8, assim como no MFI de CD25 e FOXP3 (Fig. 4.11, C). Dentro da regido de
Tregs, observamos que os linfocitos sdo na sua maioria de memoria (CD45R0O™), ou
seja, linfécitos que j& entraram em contato com o antigeno cognato (Fig. 4.11, D).
Normalizamos as frequéncias de Tregs de memoaria
(CD253°FOXP3*CD45R0O") pelo numero de células CD4* para quantificar esta
populacdo nas amostras avaliadas (Fig. 4.11, E). Observamos maiores medianas de
frequéncias de Tregs de memaria nas lesdes de pele (6,2%; p=0,03) que no sangue
(1,7%) dos pacientes MB. Além disso, avaliamos a razdo de TregSmem para TCONVSmem
nas amostras e observamos maior razao na pele (0,15) que no sangue (0,05) dos

pacientes (Fig. 4.11, F).
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Figura 4.11 — Caracterizacdo de Tregs provenientes de lesdo de pele de pacientes multibacilares.
Fragmentos de pele obtidos por biépsia de “punch” de 6mm foram submetidos a dissociagdo mecanica com auxilio
de bisturi, seguido de dissociagdo enzimatica por 18 horas a 37°C com 5% de CO2. ApOs a incubacgdo, os
fragmentos foram passados em filtros de 70 um e as células fenotipadas por citometria de fluxo. (A) Estratégia de
citometria de fluxo para analise de Tregs em amostras de pele e sangue. (B) Avaliagdo da influéncia da solucao
enzimatica na marcagéo de CD4 e CD8. (C) Avaliagdo da influéncia da solu¢éo enzimatica na marcagdo de CD25
e FOXP3. (D) Fendtipo de memoria dos Tregs de lesdo. (E) Frequéncia de Tregs de memoria
(CD253FOXP3*CD45R0"*) em amostras de pele e sangue. (F) Proporcdo de Tregs por Tconvs de memoria em
lesdes de pele e sangue. As frequéncias foram normalizadas pelo nimero de CD4*. Cada ponto representa um
paciente MB. As barras representam as medianas. As frequéncias foram submetidas ao teste de Mann-Whitney
em que * p<0,05.

Aproveitamos 0 acesso a pele clinicamente normal para realizar alteragfes na
metodologia de dissociacdo de pele para aumentar o rendimento celular destas
amostras. Implementamos o uso de dissociador semiautomatico (GentleMACS) para

tornar a técnica o mais reprodutivel possivel. O dissociador possui programas pré-

estabelecidos para diversos tecidos, escolhemos os programas figado, pele, baco e
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tumor para serem testados (Fig. 4.12, A). Além disso, avaliamos dois tempos de
dissociacdo enzimatica para avaliar a melhor condicdo de rendimento e viabilidade
celular das amostras. Desta forma, extraimos quatro fragmentos de pele (6 mm) de
pele da regidao da mama por condi¢cao testada.

Desta vez, fenotipamos mais detalhadamente as células para ter certeza de
estar avaliando linfécitos T viaveis nas amostras de pele. Primeiro, identificamos as
células individuais, e em seguida a regido de leucadcitos, isto é, células CD45* (Fig.
4.12, B). Depois, selecionamos a regido de linfécitos pelos parametros FSC-A e FSC-
H do pulso seguido da identificacdo de linfocitos T (CD3*) vivos (células negativas
para “LIVE/DEAD”). Por fim, as células CD4* e CD8" foram detectadas tanto nas
amostras com dissociacao enzimatica por 18 horas (Fig. 4.12, C) quanto 3 horas (Fig.
4.12, D). Comparando os dois tempos de dissociagdo enzimética avaliados, ficou
evidente que o maior tempo de acédo da enzima (18 horas) gera maior rendimento de
linfécitos T. Ja, comparando os diversos programas do dissociador e o método
original, observamos que o uso do dissociador e do programa para tumores gerou um
maior rendimento de linfocitos T CD3*, assim como células CD4* e CD8" (Fig. 4.12,
E).

Comparando com o meétodo original, nossa técnica com o dissociador e
programa para tecidos tumorais resultou na recuperacdo de quase 2 vezes mais
células CD3*vivas que o método original. Quanto a porcentagem de linfécitos T CD4",
observamos que 0 nosso método resultou numa maior frequéncia de células CD4*
(62,5%) que o método original (43,8%). Ja a porcentagem de células CD8* foi maior
no método original (27,1%) que na nova técnica com o programa tumor (18,1%).
Entretanto, ndo observamos diferencas nos niameros absolutos de linfécitos T CD8*
entre os dois métodos (Original: 1141 células; Tumor: 1418 células). Assim, essa
alteracéao na proporc¢ao de linfocitos T CD4* e CD8* foi provavelmente devido a maior
recuperacdo de células CD4* utilizando a nova técnica (4895 células) quando
comparada com o método original (1841 células).

Realizamos uma segunda alteracdo para avaliar se a agitacdo da amostra
durante o periodo de incubacdo poderia aumentar ainda mais o rendimento celular.
Assim, dissociamos dois fragmentos de tecido da regido abdominal por biopsia de
‘punch” de 6 mm (Fig. 4.12, F). Embora tenhamos um rendimento menor que o
anterior, observamos um maior niumero de linfocitos T CD3" totais e células CD4* e
CD8* com a implementacao da agitacao (Fig. 4.12, G). Assim, alteramos o método de

dissociacdo original estabelecido por Sanchez-Rodrigues e incluimos a etapa de
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dissociacdo mecanica semiautomatica com o programa para tecidos tumorais apés

dissociacdo enzimatica por 18 horas com agitacao.

A B
CONDIGAO

Sem dissociador 250k 250k
{ eucocitos

Dissociador (Programa Figado)

1
2
3 Dissociador (Programa Pele)
4 Dissociador (Programa Bago)
5

Dissociador (Programa Tumor)

0 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-A

F Dissociagdo enzimatica por 18h ) D Dissociagdo enzimatica por 3h

L
.

Y B X ) 4}

18,4 *t ‘a5 1
. ,,,S.é o 10
FSCA ©o3 TD8

E
18,1

CD3* CD4+ CD8*

o' 10' 10° 1 4204 1841 1141

2 2026 1030 520

3 3272 1673 794

4 1878 1060 385
448 5 7838 4895 1418
: cD3*  cb#  CD®'

1 743 333 297

2156 1048 747

| 9 346
i a= 656 2l
R T astaeeanst b

10' 10*
FSC-A cp3 cos

Figura 4.12 - Padronizacdo da técnica de dissociacdo de pele humana.

Fragmentos de pele obtidos por bidpsia de “punch” de 6 mm de tecido clinicamente normal descartado de cirurgia
plastica foram submetidos a dissociac@o sob diversas condi¢Bes. As células dissociadas foram fenotipadas por
citometria de fluxo. (A) Condi¢Bes experimentais avaliadas, incluindo o método original (sem dissociador) e com
dissociagdo semiautomatica com os programas pré-estabelecidos do equipamento para tecido de figado, pele,
baco e tumor. (B) Estratégia de analise para detecgéo de leucdcitos (CD45%) provenientes de pele. Estratégia de
citometria de fluxo para avaliagéo de linfécitos T CD3*, CD4* e CD8* vivos provenientes de pele nas diversas
condi¢Bes testadas incubadas por 18 horas (C) ou 3 horas (D) na solugdo enzimatica. (E) Numero absoluto de
linfocitos T CD3*, CD4* e CD8* nas diversas condicoes testadas. (F) Dissociagdo sem ou com agitacdo no periodo
da incubacéo com solucédo enzimatica por 18 horas. (G) Numero absoluto de linfécitos T CD3*, CD4* e CD8* sem
ou com agitagdo na incubagdo com solugdo enzimatica por 18h seguido de dissociagdo semiautomatica com o
programa tumor.

Apébs o estabelecimento do método de dissociacdo, conseguimos avaliar 0s
Tregs de quatro doadores, incluindo uma pele normal e trés fragmentos de lesdes de

pele de pacientes (BT, BB e LL). Com excecdo da doadora SAE em que foram obtidos
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dois fragmentos de pele por biopsia de “punch” de 6 mm, nos demais doadores
avaliamos apenas um fragmento de pele da area de lesdo de pele. A estratégia de
citometria de fluxo utilizada consistiu nas seguintes etapas: (i) identificacdo de células
individuais; (ii) selecdo de leucécitos (CD45%); (iii) deteccdo da regido de linfécitos
pelos parametros SSC-A e FSC-A do pulso; (iv) identificacdo de células CD3* viaveis
(negativas para “LIVE/DEAD”); (v) selecdo da regidao de células CD4*CD8; (vi)
identificacdo de Tregs pela alta expressao de CD25 e positividade de FOXP3*; (vii)
deteccdo do fenotipo de meméria dos Tregs. As células CD8* foram utilizadas como
controle para a definicdo da regido de Tregs (Fig. 4.13, A).

Aproximadamente 97% dos Tregs de pele expressam CD45R0O, enquanto 70%
a 95% dos Tregs circulantes expressam este marcador (Fig. 4.13, B). Normalizamos
as frequéncias de Tregs de memoria dos doadores pelo numero de linfécitos T CD4*
para quantificacdo da populacdo nas amostras. Os resultados a seguir sao descritivos
ja que temos apenas um voluntario de cada grupo.

Avaliamos a frequéncia de Tregs de memdéria no sangue comparada com o
tecido e observamos maiores frequéncias na pele (Fig. 4.13, C). Quanto a razdo entre
Tregsmem € Tconvsmem, também detectamos maior razéo na pele que no sangue (Fig.
4.13, D). Observamos uma maior frequéncia de Tregs de memoria no paciente BT e
no paciente LL. O paciente BB e a doadora SAE apresentaram frequéncias
semelhantes (Fig. 13, E).

Observamos uma tendencia similar em relacdo a razdo de TregSmem €
Tconvsmem, tendo os pacientes BT e LL maiores razdes (Fig. 13, F). Investigamos
também o MFI de FOXP3 nos Tregs de pele para avaliar o nivel de expresséao do fator
de transcri¢cdo. Normalizamos os valores através da subtracdo do MFI de Tconvs da
populacdo de Tregs. O paciente LL apresentou um maior nivel de expressdo que 0s
demais doadores (Fig. 4.13, G). Por fim, avaliamos a expresséo de CD69, marcador
de residéncia tecidual, assim como CD39 e CTLA-4 na lesdo do paciente MB (Fig.
4.13, H). Detectamos que os Tregs da pele do paciente sdo majoritariamente CD69*

e expressam as moléculas inibidoras CTLA-4 e CD39.
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Figura 4.13 — Caracterizacdo de Tregs provenientes de pele humana clinicamente normal e lesdo de
pacientes com hanseniase.
Fragmentos de pele clinicamente normal e de &reas de lesdes de pacientes de hanseniase foram dissociados
mecanicamente e enzimaticamente para obtengdo de células em suspensédo. (A) Graficos representativos da
estratégia de citometria de fluxo para determinacédo dos Tregs provenientes de pele humana. (B) Fendtipo de
memodria dos Tregs de sangue e pele. (C) Frequéncia de Tregs de memdria de sangue e pele. (D) Proporgéo de
Tregs e Tconvs de memoria no sangue e pele. (E) Frequéncia de Tregs de memoria na pele humana. (F)
Proporgéo de Tregs e Tconvs de memoria de pele humana. (G) Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
FOXP3 de Tregs de pele humana. Normalizamos os valores do MFI de Tregs através da subtracdo do MFI da
populacdo de Tconvs. (H) Expressdo de CD69, CD39 e CTLA-4 pelos Tregs de pele de paciente LL. As
frequéncias foram normalizadas pelo nUmero de CD4*. Cada ponto e barra representa um paciente.

Confirmamos a presenca de células CD4*FOXP3* em lesdes de pele através
de imunofluorescéncia de cortes histolégicos congelados de quatro pacientes MB. As
células CD4*FOXP3* foram identificadas por anticorpos especificos para CD4
(amarelo) e FOXP3 (vermelho). Os nudcleos das células em azul através da marcacao
com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol). Podemos observar a presenca de células
CD4*FOXP3* (seta amarela) no infiltrado inflamatorio (Fig. 4.14, A). Na figura 4.14, B
podemos identificar duas células CD4*FOXP3* (seta amarela) proximas a células
CD8* (verde), incluindo uma célula CD8* possivelmente expressando FOXP3 (seta
verde).

Desta forma, conseguimos isolar e identificar Tregs provenientes de pele
humana por citometria de fluxo e confirmamos a presenca de células CD4*FOXP3*

por microscopia de imunofluorescéncia.
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Figura 4.4 — Células CD4"FOXP3* em lesbes de pele de pacientes multibacilares por imunofluorescéncia.
Cortes histolégicos foram marcados com anticorpos especificos para detecgdo de células CD4*FOXP3*. (A)
Marcacao individual para CD4 (amarelo), FOXP3 (vermelho) e DAPI (azul). Células CD4*FOXP3* (setas) em
infiltrado celular de leséo de pele. (B) Marcagao individual para CD4 (amarelo), CD8 (verde), FOXP3 (vermelho) e
DAPI (azul). Células CD4*FOXP3* (seta amarela) e células CD8*FOXP3* (seta verde) em leséo de pele. Aumento
de 630x. Imagens representativas de dois pacientes MB. Barra de escala representa 10 pum.
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5 DISCUSSAO

A anergia celular antigeno-especifica € critica na hanseniase MB e é sugerido
gue contribua para a doencga cronica (179). A baixa atividade dos Tregs pode resultar
em imunopatologia e autoimunidade. Por outro lado, sua atividade excessiva pode ser
prejudicial para o hospedeiro ao induzir a persisténcia de patdgenos, e
consequentemente estabelecimento de infeccdo crbnica (213). Os Tregs ja foram
associados com infeccdo cronica de agentes infecciosos como M. tuberculosis, L.
major e virus da hepatite C (147, 214, 215). Por isso, nos caracterizamos os Tregs
totais e M. leprae-especificos para esclarecer o papel destas subpopulacbes na
hanseniase. Analise por citometria de fluxo mostrou que a abundancia relativa das
subpopulacdes circulantes de Tregs e Tefs tanto em contexto ex vivo quanto M.
leprae-especifico estd aumentada nos pacientes MB.

Em relacdo ao compartimento antigeno-especifico, foi observado aumento
progressivo da razdo Tregs / Tefs a partir de doadores SAE até pacientes PB e MB
(Fig. 5.1). O grupo SAE apresentou predominancia de funcao efetora em resposta a
antigenos de M. leprae (razdo < 1), enquanto o grupo PB apresentou equilibrio entre
ambas as subpopulacdes (razdo = 1). Por outro lado, o grupo MB apresentou resposta
tolerogénica dominante contra o bacilo (razdo > 1), isto €, quando a frequéncia de

AgTregs excede a de AgTefs.

Figura 5.1 — Mudanca no balancgo entre Tregs e Tefs M. leprae-especificos em culturas de curta duragao.
A exposicao a antigenos exdgenos pode afetar o balango entre Tregs e Tefs antigenos-especificos. O grupo SAE
apresenta predominio de respostas efetoras contra os antigenos do bacilo (AgTefs / AgTregs < 1), possivelmente
contribuindo para a prote¢do destes individuos contra o M. leprae. Por outro lado, nos pacientes com hanseniase
ocorrem mudancgas no balancgo entre as subpopula¢des antigeno-especificas em diregcdo aos Tregs. O grupo PB
apresenta equilibrio entre as respostas de ambas as subpopulagtes (AgTregs / AgTefs = 1), enquanto o grupo MB
apresenta resposta tolerogénica dominante contra os antigenos do bacilo (AgTregs / AgTefs > 1) em culturas de
curta duracdo. Tregs, linfécitos T reguladores; Tefs, linfocitos T efetores; SAE, doadores saudaveis de area
endémica; PB, pacientes paucibacilares; MB, pacientes multibacilares.

Su e colaboradores demonstraram que o repertorio circulante de Tregs é

dindmico e pode ser alterado pela exposicdo a antigenos exdgenos. Além disso,
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mudancas dentro do compartimento de subpopulacdes antigeno-especificas afetam
0S niveis de resposta efetora e cronicidade de infeccdo tanto em modelo murino
guanto em seres humanos (216). Desta forma, € possivel que mudancas no balanco
entre Tregs e Tefs M. leprae-especificos em favor dos Tregs como demonstrado neste
estudo possa contribuir para a regulacdo negativa da resposta imune celular
especifica contra o bacilo, fornecendo condi¢des para o estabelecimento da infec¢ao
cronica. E necessario destacar que todos os voluntarios do grupo SAE ja foram
vacinados com BCG, portanto, podem responder aos antigenos do bacilo j& que o M.
leprae compartilha diversos antigenos com alto grau de homologia com o M. bovis
BCG (206).

Marcadores como CD25 carecem de especificidade e podem ser induzidos
independente da ligacdo de TCR (204). Nestas condi¢des, o grupo PB apresentou
predominéancia de resposta celular efetora apds estimulacdo com sonicado (AgTregs
/ agTconvs < 1). Embora a resposta antigeno-especifica nestes pacientes tenda para
o equilibrio entre Tregs e Tefs, outras subpopulacfes celulares podem ser ativadas
(CD4*CD25") nestes pacientes e contribuir para a resposta pré-inflamatéria contra o
bacilo.

Nossos resultados in vitro de Tregs divergem de outros estudos em que esta
populacdo celular foi detectada em maiores frequéncias em culturas de CMS
provenientes de pacientes MB. Até 0 momento, os estudos de Tregs na hanseniase
focaram nos Tregs totais, incluindo linfécitos que reconhecem diversos antigenos tais
como outros patogenos, microbiota, alérgenos, e antigenos proprios (217). Além
disso, os autores nao incluem marcadores de ativagdo celular nas analises de
citometria de fluxo e utilizam longos periodos de cultura em que proliferacdo in vitro
altera proporc¢des previamente existentes (178-180).

Neste estudo, foi observado que a frequéncia de AgTregs esta aumentada nos
pacientes PB, o que sugere a expansao de Tregs M. leprae-especificos durante a
infeccdo pelo M. leprae nestes pacientes. A maioria dos AgTregs apresentaram
fend6tipo de memoria efetora, sugerindo que sao linfécitos com capacidade migratéria
para tecidos periféricos. Em modelo murino de infecgéo pulmonar, os Tregs influenza-
especificos sofrem expansao clonal que reflete de perto a expansao da populacdo de
Tefs de memodria tanto em relagéo a cinética quanto & magnitude apos um segundo
desafio viral, sugerindo que os pTregs de memoria sao gerados para regular respostas
efetoras robustas (218). Em seres humanos, ja foi descrito que pacientes com

tuberculose ativa apresentam aumento de Tregs antigeno-especificos circulantes. Os
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autores propoem que o M. tuberculosis além de induzir a inflamacao, também induz
expansao de Tregs nos pacientes. Aléem disso, a frequéncia de Tregs € gradualmente
reduzida durante o tratamento com quimioterapia, e esta associada a aumento da
producédo de IFN-y nestes pacientes (219). Tendo em vista 0 atual interesse na
modulacao funcional de Tregs e seu uso terapéutico, seria interessante avaliar se o
tratamento com a PQT para hanseniase nestes pacientes reestabelece a frequéncia
de AgTregs circulantes para niveis similares aos de doadores SAE (220). Reducao na
razao AgTregs / Ag tefs apos PQT em pacientes com hanseniase se verificada pode
indicar necessidade da presenca de M. leprae viavel no organismo para expansao
preferencial da populacdo de AgTregs especificos para antigenos expressos em M.
leprae.

A baixa frequéncia de AgTregs no grupo MB pode sugerir retencédo tecidual nos
locais de infec¢do na pele, que pode refletir na reducéo destes linfécitos no sangue
destes pacientes. Outras duas possibilidades incluem a dependéncia dos Tregs pela
sinalizacdo de IL-2 (149). A IL-2 é critica para a geracdo e manutencdo desta
populacao nos tecidos periféricos. Esta citocina é produzida em baixos niveis por CMS
de pacientes MB em resposta a antigenos de M. leprae (77, 221, 222). Além disso, 0s
Tregs também possuem alta sensibilidade a apoptose e a deficiéncia de IL-2 reduz a
proporcdo de Tregs na periferia (223, 224). Assim, a baixa producéo de IL-2 por
linfécitos M. leprae-especificos também pode interferir na expansdo ou induzir
apoptose dos AgTregs nos pacientes MB, reduzindo o nimero desta populacdo a
niveis basais similares ao grupo SAE, porém ainda superiores ao numero de AgTefs.

Noés investigamos a funcéo supressora dos AgTregs dos pacientes atraves da
deteccdo de moléculas inibidoras expressas por Tregs. Embora nosso estudo néo
tenha estabelecido que os AgTregs exergcam supressao in vitro a proliferacéo de Tefs,
os Tregs M. leprae-especificos dos pacientes apresentaram fendétipo de células
ativadas, expressando moléculas inibidoras associadas com a atividade reguladora.
Nossos resultados mostraram que as vias de supressao, principalmente CD39 e
CTLA-4 podem estar envolvidas na imunossupressao da resposta celular ao M. leprae
nestes pacientes. Além disso, os AgTregs apresentaram perfil multifuncional, podendo
expressar simultaneamente moléculas associadas a mais de uma via de supresséo.
Ja foi descrito em modelo murino para tuberculose que a transferéncia adoptiva de um
pequeno numero de Tregs antigeno-especificos € capaz de prejudicar a protecdo
imune ao retardar o ativacdo de Tefs nos ganglios linfaticos pulmonares e seu

subsequente acumulo no pulmao, local primario da infec¢do (225). Assim, mesmo em
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menores numeros, 0s AgTregs de pacientes MB podem contribuir para a supressao
de Tefs na doenca.

As nossas analises por citometria de fluxo também evidenciaram que a
resposta efetora mediada por linfocitos T CD4* e CD8* foi reduzida nos pacientes MB.
Nossos resultados séo corroborados por diversos estudos que demonstram que
pacientes MB possuem baixa funcéo efetora em ensaios in vitro e in vivo (32, 33, 35,
226). Os Tefs de doadores SAE e pacientes MB apresentaram principalmente fenétipo
de memoria central, enquanto pacientes PB apresentaram uma propor¢cdo similar
entre linfécitos com fenétipo de memaria central e efetora. A mudanca na proporcao
de Tmc e Tme pode indicar que os linfocitos Tmc respondedores aos antigenos de M.
leprae estdo se diferenciando mais frequentemente em células Twme. Outra
possibilidade é a expansdo de linfocitos Tme, 0 que resultaria na alteragcdo da
propor¢ao entre as duas subpopulacgdes.

Quanto a resposta efetora mediada por linfocitos T CD8* respondedores, o
grupo MB também apresentou menor capacidade de ativacdo por apresentacao
cruzada. Carvalho e colaboradores demonstraram que contatos de pacientes com
hanseniase apresentam aumento significativo das frequéncias de linfécitos
CD8*CD69* ap6s o tratamento do caso indice, sugerindo o envolvimento da resposta
celular CD8* na protecao destes individuos contra a infec¢do (206). Assim, a resposta
mediada por linfécitos CD8* no grupo PB pode contribuir para desviar o balango entre
funcéo efetora e reguladora em direcdo a resposta imune pré-inflamatoéria contra o M.
leprae nestes pacientes.

Recente, foi descrito que Tconvs podem desenvolver resisténcia a supressao
por Tregs. Este fendmeno foi descrito primeiramente em modelos murinos de doencas
autoimunes e confirmado recentemente em seres humanos (227, 228). Os Tregs do
sangue periférico de pacientes com lapus eritematoso sistémico e diabetes do tipo 1
sdo fenotipicamente e funcionalmente normais, entretanto os Tconvs resistem a
supressao por Tregs autélogos e alogenéicos (229, 230). Além disso, a comparacao
entre pacientes e individuos pré-diabéticos em risco evidenciou que apenas os Tconvs
de pacientes exibem a resisténcia aos Tregs, sugerindo que este fendbmeno é
provavelmente estabelecido em estagios posteriores da patogénese da doenca (230).
E possivel que os Tefs de pacientes PB desenvolvam esta resisténcia aos Tregs
devido ao longo periodo de evolugéo da doenca.

Para uma avaliacdo mais geral do estado imune dos doadores, investigamos

as subpopulacdes totais de linfécitos T CD4* e CD8* no sangue periférico. O grupo
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MB apresentou uma tendéncia de maior frequéncia de Tregs e TregSmem €m condi¢gdes
ex vivo. Esta observacéo é corroborada por Chaves e colaboradores que detectaram
maiores frequéncias de Tregs totais (CD4*CD25*FOXP3*) no sangue periférico de
pacientes MB quando comparadas com controles saudaveis (184). Por outro lado,
Attia e colaboradores mostraram maiores frequéncias de Tregs em pacientes com a
forma TT (181, 182). Entretanto, este segundo trabalho caracterizou os Tregs apenas
pela alta expressdo de CD25 (CD4*CD252®), sendo altamente variavel e resultando
na superestimacdo da populacdo j4 que Tconvs ativados também expressam esta
molécula. O uso de FOXP3 como marcador da populacdo reduz esta variacao,
gerando quantificacées mais confiaveis (183).

Diferencas nas subpopulacdes CD4* (Tregs e Tconvs) com fenotipo Tmc, Twe,
Tv e Tept sO foram observadas para Tregs com fenétipo Tv entre o grupo SAE e MB.
Isto pode ser consequéncia da diferenca de idade entre os dois grupos, ou aumento
relativo do compartimento de memoaria em doencas inflamatorias crénicas. Diversos
estudos ja mostraram que ocorre diminuicdo progressiva dos Tregs CD45RA* no
sangue periférico com a idade, acompanhada por um aumento reciproco nas células
Tregs CD45R0O* (231-233). A reducéo da frequéncia de linfécitos T CD8* com fendtipo
Tme apresentada pelo grupo MB pode indicar alteragbes na composicao ex vivo de
linfécitos CD8* associadas com a infeccao pelo M. leprae.

No6s também investigamos as subpopulacdes de linfécitos T CD4* e CD8*
acordo com a expressao de receptores de quimiocinas (CXCR3, CCR4 e CCR®6).
Embora ndo tenham sido observadas diferencas entre as frequéncias de Tregs e
Tconvs de memoria totais e do tipo TH1, TH9, CXCR3*TH2 e CXCR3*TH17, o grupo
MB apresentou aumento da razéo de Tregs / Tefs para essas subpopulagdes. Isto
demonstra que o balanco entre as subpopulagfes circulantes totais ja tende em
direcdo aos Tregs no grupo MB. De maneira interessante, este aumento foi
relacionado as subpopulacdes que expressam CXCR3. Desta forma, nossos
resultados sugerem a relevancia da avaliacdo da abundancia relativa das
subpopulacdes de Tregs e Tefs para o estudo de regulagcdo imune humana.

Um estudo in vivo de resposta de memoria cutanea apos teste tuberculinico na
pele mostrou que assim como os Tregs do sangue periférico, os Tregs recuperados
da pele também apresentam altos niveis de CCR4, sugerindo que estas células
podem ser recrutadas do sangue para a pele (236). Por isso, também analisamos as
frequéncias das subpopulagbes TH1, TH2, TH17 e TH1/TH17 com padrbes

migratorios (CCR4*) para tecidos periféricos dentre todos os Tregs ou todos os Tefs.
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Koch e colaboradores demonstraram que o fator de transcricdo T-BET é induzido em
Tregs pelo IFN-y durante inflamacao do tipo TH1 em modelo murino para tuberculose.
Essa expressado resulta em um enriquecimento de Tregs T-BET'CXCR3" no tecido
gue é necessaria para o controle das respostas de linfocitos TH1 durante a infeccéo
pelo M. tuberculosis (237). As subpopulacbes ndo classicas CXCR3*TH2 e
CXCR3*TH17 foram recentemente descritas no sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide (108). Tregs do tipo TH2 estdo mais presentes em tumores da pele
e do colon que na circulacdo (201). Além disso, pacientes com artrite reumatoide
também possuem maiores proporcdes de linfécitos TH1 e CXCR3*TH2 no fluido
sinovial que no sangue (109). Assim, a reducéo das subpopulagcbes CXCR3*CCR4*
dentre os Tregs e Tconvs pode ser reflexo da migracao destas subpopulacdes para
os sitios de infecgéo pelo M. leprae.

Neste estudo investigamos a composi¢cao ex vivo da populagao circulante de
linfécitos T CD8* com padrdes migratorios para sitios de inflamagéo do tipo TH1
(CXCR3*). Embora outras populacdes celulares, incluindo células NK possam
expressar CD8 (238), € provavel que as células fenotipadas neste trabalho sejam
majoritariamente linfécitos T. A expressdo de CXCR3 é associada a linfocitos T
citotoxicos e produtores de IFN-y (207, 208). Além disso, é sugerido que este receptor
possa ser usado como marcador para prever eficacia de respostas de linfécitos T
CD8* de memoria, visto que é expresso em altos niveis mesmo apos a resolucéo da
resposta inflamatadria (209).

Embora as frequéncias de linfocitos T CD8* circulantes sejam similares nos
pacientes de hanseniase, o grupo MB apresenta células disfuncionais com fenétipo
supressor e producao de citocinas anti-inflamatorias nas lesdes de pele e in vitro apos
estimulacdo de CMS com antigenos de M. leprae (77, 239). Aléem disso, sabe-se que
os linfécitos T CD8* de lesdes de pele de pacientes MB possuem perfil transcricional
associado a exaustdo (81). A perda de expressao de CXCR3 é associada a linfocitos
T CD8" exaustos tanto durante modelos de infec¢do viral crbnica quanto apos
multiplos desafios antigénicos in vitro (240, 241). Assim, é possivel que a baixa
expressdo de CXCR3 detectada no grupo MB seja um indicador de que as células
CD8" nestes pacientes estejam exaustas devido a infec¢ao cronica pelo M. leprae (64,
77).

A diversidade de subpopulacbes de linfocitos T de memdria no sangue
periférico mostra apenas uma pequena fracdo da complexidade total da distribuicédo

dessas células em todo o corpo. Estima-se que o numero de linfocitos T nos tecidos
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humanos sejam de 2x10%° na pele, 1x10° nos pulmdes, 3x10'° no intestino e 20x101°
em tecidos linfoides. Deste modo, 0 sangue representa apenas de 2 a 2,5% do total
de linfocitos T do individuo (64). Como os principais eventos da regulacdo imune
contra o M. leprae ocorrem na pele, torna-se indispenséavel a caracterizagdo dos Tregs
presentes nas lesdes de pele de pacientes para esclarecer a participacdo destas
células na supresséo da resposta efetora na doenca. Devido a dificuldade em se obter
amostras de tecidos e numero adequado de células viaveis de tecido em seres
humanos, os estudos de Tregs em lesbes de peles de pacientes séo
predominantemente trabalhos de imuno-histoquimica (178).

Identificamos e caracterizamos Tregs viaveis de pele humana por citometria de
fluxo apds a padronizacdo da técnica. Observamos que os Tregs das areas de leséo
apresentaram fenétipo de memodria, ou seja, linfocitos com experiéncia antigénica.
Também detectamos maior frequéncia e razao TregSmem/TCONVSmem NO tecido que no
sangue periférico. A avaliacdo do MFI de FOXP3 evidenciou aumento progressivo do
nivel de expresséo deste fator de transcricdo com o aumento da carga bacilar dos
pacientes. J& foi descrito em modelo murino que o nivel de expressédo de FOXP3 est4
diretamente associado ao potencial das Tregs em prevenir a rejeicao de aloenxertos
e suprimir da ativacdo de Tefs (242). Assim, continuaremos com o recrutamento de
doadores para esclarecer o papel dos Tregs nas lesdes de pele de pacientes com

hanseniase.
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6 CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo a caracterizacdo de Tregs e Tefs de pacientes
com diferentes formas clinicas de hanseniase. Avaliamos tanto as células sanguineas
em condi¢des ex vivo para uma visao imunoldégica mais geral dos doadores, assim
como in vitro apos estimulacdo com antigenos de M. leprae para determinar o estado
imune especifico contra o bacilo. A atividade supressora dos Tregs foi avaliada a partir
da expressao de moléculas inibidoras sabidamente expressas por Tregs com fenotipo
ativado. Esperamos que este trabalho contribua tanto para o maior entendimento de
mecanismos de regulacédo da resposta imune humana quanto para o esclarecimento

do papel dos Tregs na patogénese e evolucdo da hanseniase.

1. Demonstramos que a abundancia relativa das subpopulac¢des circulantes de
Tregs e Tefs antigeno-especificas esta aumentada nos pacientes MB de
hanseniase, sendo compativel com resposta tolerogénica dominante contra o

bacilo (AgTregs / AgTefs > 1).

2. O grupo PB apresentou maior frequéncia de AgTregs, sugerindo que estes
linfécitos T se expandem em resposta a infeccdo pelo M. leprae nestes
pacientes. Os AgTregs apresentaram majoritariamente um perfil de memdéria
efetora.

3. A resposta efetora CD4*, medida pela frequéncia de AgTefs, foi reduzida nos
pacientes MB. As frequéncias das subpopula¢ces de AgTefs com fenétipos Twve

e Tmc também foram menores em pacientes MB.

4. O uso de marcador de ativacdo ndo especifico (CD25) para Tconvs evidenciou
gue nestas condi¢des os pacientes PB apresentam predominancia de resposta
celular efetora contra o sonicado de M. leprae (razéo < 1).

5. Os AgTregs de pacientes PB e MB expressaram moléculas inibidoras
associadas a funcdo supressora de Tregs, sugerindo possiveis vias para a
funcado supressora destas células. CTLA-4 e CD39 foram os marcadores mais

expressos pelos AgTregs. Além disso, os AgTregs podem apresentar perfil
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multifuncional, isto &, expressar simultaneamente marcadores de mais de uma

via de supressao.

. Detectamos aumento ex vivo da razdo de Tregs / Tefs do tipo TH1, TH9,
CXCR3*TH2 e CXCR3*TH17 circulantes nos pacientes MB, sugerindo uma

mudanca no padréao de resposta destes pacientes.

. O grupo MB apresentou reducgéao de subpopulagdes TH1, TH17 e TH1/TH17
com padrdes migratorios para tecidos periféricos (CCR4") dentre todos os

Tregs ou todos os Tconvs.

. A resposta efetora CD8*, medida pela frequéncia de linfocitos T CD8*
respondedores, foi reduzida no grupo MB, sugerindo menor apresentacao

cruzada e ativacao nestes pacientes.
. Identificamos Tregs com fenétipo de memaria em lesGes de pele de pacientes

por citometria de fluxo. Além disso, confirmamos a presenca de células

CD4*FOXP3* na pele por microscopia de imunofluorescéncia.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1: Dados epidemiolégicos dos doadores recrutados para analise ex

vivo de células sanguineas

Ex vivo Caracteristicas Paucibacilares Multibacilares Saudaveis
Tregs e Tconvs Numero de individuos 8 10 9
totais Sexo: F/IM 6/2 3/7 712
(Fig. 4.1, E-G)
Idade: mediana/ 25-75% 57/25-52 48/39-65 35/28-52
Tregs e Tconvs Numero de individuos 6 8 9
com fendtipo de Sexo: FIM 5/1 2/6 712
Linfécitos Ty, Tuc,
Tue € Teor. Idade: mediana/ 25-75% 57/19-65 47/37-63 35/28-52
(Fig. 4.1,1-J)
Receptores de Numero de individuos 8 10 9
quimiocinas Sexo: FIM 6/2 3/7 712
(Fig. 4.2)
(Fig. 4.3) Idade: mediana/ 25-75% 57/25-52 48/39-65 35/28-52

Abreviagbes: Tregs, linfocitos T reguladores; Tconvs, linfécitos T convencionais; Tv, Linfécitos T virgens; Twmc,
Linfécitos T de meméria central; Twve, Linfécitos T de memoria efetora; Tepr, Linfocitos T efetores terminantemente

diferenciadas. F, feminino; M, masculino;
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8.2 Anexo 2: Dados epidemiolégicos dos doadores recrutados para as analises

in vitro de células sanguineas.

IN VITRO Caracteristicas Paucibacilares  Multibacilares Saudéaveis
Culturas Numero de individuos 10 14 8
de 7 horas Sexo: FIM 713 4/10 6/2
AgTregs e AgTefs
(Fig.4.4) Idade: mediana/ 25-75% 57/41-65 45/37-60 42/33-59
Culturas Nudmero de individuos 6 10 7
de 7 horas Sexo: F/M 5/1 317 5/2
Fenétipo (Ty, Tuc,
Twe € Tepr)-
(Fig.4.5) Idade: mediana/ 25-75% 57/19-65 42/33-50 45/31-62
Culturas Numero de individuos 8 11 NA
de 18 horas Sexo: FIM 6/2 a7 NA
AgTregs e aTconvs
Idade: mediana/ 25-75% 42/33-59 47/36-65 NA

Abreviagbes: AgTregs, linfocitos T reguladores antigeno-especificos; AgTefs, linfécitos T efetores antigeno-
especificos; Tv, linfocitos T virgens; Twmc, linfécitos T de memoria central; Twe, linfocitos T de memdria efetora;
Teor, linfocitos T efetores diferenciados terminais. F, feminino; M, masculino; aTconvs, linfocitos T convencionais
ativados (CD252); NA, n&o se aplica.
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8.3 Anexo 3: Dados epidemiolégicos dos doadores recrutados para as analises

in vitro de células sanguineas.

CD8 Caracteristicas Paucibacilares Multibacilares Saudaveis
Ex vivo Nudmero de individuos 10 14 11
(Fig. 4.13) Sexo: FIM 6/4 4/10 9/2
Idade: mediana/ 25-75% 57/38-65 47/33-61 35/28-45
In vitro Ndmero de individuos 9 13 9
(Fig. 4.14) Sexo: F/IM 6/3 4/9 6/3
Idade: mediana/ 25-75% 59/34-66 47/38-62 39/33-56

Abreviagbes: F, feminino; M, masculino;
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The initial infection by the obligate intracellular bacillus Mycobacterium leprae evolves to
leprosy in a small subset of the infected individuals. Transmission is believed to occur
mainly by exposure to bacilli present in aerosols expelled by infected individuals with high
bacillary load. Mycobacterium leprae-specific DNA has been detected in the blood of
asymptomatic household contacts of leprosy patients years before active disease onset,
suggesting that, following infection, the bacterium reaches the lymphatic drainage and
the blood of at least some individuals. The lower temperature and availability of protected
microenvironments may provide the initial conditions for the survival of the bacillus in the
airways and skin. A subset of skin-resident macrophages and the Schwann cells of
peripheral nerves, two M. leprae permissive cells, may protect M. leprae from effector
cells in the initial phase of the infection. The interaction of M. leprae with these cells induces
metabolic changes, including the formation of lipid droplets, that are associated with
macrophage M2 phenotype and the production of mediators that facilitate the differentiation
of specific T cells for M. leprae-expressed antigens to a memory regulatory phenotype.
Here, we discuss the possible initials steps of M. leprae infection that may lead to active
disease onset, mainly focusing on events prior to the manifestation of the established
clinical forms of leprosy. We hypothesize that the progressive differentiation of T cells to
the Tregs phenotype inhibits effector function against the bacillus, allowing an increase
in the bacillary load and evolution of the infection to active disease. Epigenetic and
metabolic mechanisms described in other chronic inflammatory diseases are evaluated
for potential application to the understanding of leprosy pathogenesis. A potential role for
post-exposure prophylaxis of leprosy in reducing M. leprae-induced anti-inflammatory
mediators and, in consequence, Treg/T effector ratios is proposed.

Keywords: leprosy pathogenesis, memory T cells, regulatory T cells, lipid droplets, polyunsaturated fatty acid
metabolites, interferon-y, FOXP-3
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INTRODUCTION

Leprosy is a chronic infectious disease that mainly affects the
skin and the peripheral nerves. Mycobacterium leprae, an obligate
intracellular pathogen with tropism for macrophages and
Schwann cells, is the causative agent of the disease (Scollard
et al., 2006). Recently, Mycobacterium lepromatosis, a bacterium
phylogenetically very close to M. leprae, was identified as the
causative agent of diffuse lepromatous leprosy with Lucio’s
phenomenon (Rea and Jerskey, 2005; Han et al., 2008; Han
and Quintanilla, 2015).

Indeterminate leprosy is an initial manifestation of the
disease, and frequently it presents as single or multiple,
hypopigmented, or faintly erythematous macules with loss of
thermal sensation. The hair growth and sweating are unaffected
(Talhari et al, 2015). These early cutaneous lesions are
characterized by mild and non-specific inflammatory infiltrates,
mainly lymphocytes and macrophages (Sehgal and Srivastava,
1987). Alterations in the peripheral nerves such as dermal
nerve infiltration around the perineurium and within nerve
bundles, hyperplasia of Schwann cells, and perineural fibrosis
are also seen (Liu et al, 1982). At this point of the disease,
the host immune responses did not take a defined turn towards
granuloma formation or tolerance (Talhari et al, 2015). This
indeterminate phase may remain for a long period and
spontaneously regress if the infection is efficiently controlled,
or M. leprae continues to grow and the disease progresses to
pauci (PB) or multibacillary (MB) clinical forms depending
on the host immune responses and possibly genetic factors
(Sehgal and Srivastava, 1987; Cambri and Mira, 2018). The
local innate immune response, including the differentiation of
monocytes to classically (M1) or alternatively (M2) activated
macrophages, as well as the specific T cell response, may be key
determinants in driving the different clinical manifestations of
the disease (de Sousa et al, 2017b; Pinheiro et al., 2018).

Leprosy is divided into a wide spectrum of forms. The
tuberculoid and lepromatous poles represent the extremes
between bacterial control and disseminated infection, respectively.
In the tuberculoid pole (TT), there is an almost effective TH1
response, M1 macrophages are predominant, and rare bacilli
are seen in the few observed skin lesions (Moura et al., 2012).
However, in the lepromatous pole (LL) there is loss of the
THI response, and M2 macrophages predominate in multiple
skin lesions with increased bacillary load (Ridley and Jopling,
1966; Martins et al, 2012; Moura et al., 2012). It has been
shown that in tuberculoid skin lesions there is a predominance
of pro-inflammatory cytokines, including IFN-y, IL-2, IL-15,
and TNF-a (Modlin et al, 1988; Salgame et al, 1991).
Furthermore, CD4" T cells are distributed throughout the skin
lesions and predominantly exhibit a memory phenotype. Although
the CD4" T cells predominate, cytotoxic CD8" T are also seen
in elevated numbers at the periphery in TT lesions (Sieling
and Modlin, 1992). In contrast, the lepromatous skin lesions
exhibit a predominance of anti-inflammatory cytokines, such
as IL-4, IL-10, and IL-5 (Yamamura et al., 1991). CD8" T
cells are distributed throughout the lesion and outnumber CD4*
T cells. CD8" T cells present in these cutaneous lesions produce

high amounts of IL-4, showing an anti-inflammatory and
non-cytotoxic functional profile (Modlin et al., 1988; Salgame
et al, 1991).

Approximately 10% of the leprosy patients are diagnosed
with pure neural leprosy (PNL). This clinical form is characterized
by peripheral neuropathy without inflammatory skin lesions
(Rabello et al., 1953). The diagnosis is quite delicate, and
analysis of clinical features, electroneuromyography, nerve biopsy
histopathology and M. leprae-specific DNA investigation in
the affected nerves may be necessary for an accurate conclusion
(Jardim et al., 2003). Neurological disorders occur mainly in
the nerve trunks and may initially evolve silently, but progress
to the deterioration of peripheral nerves. Muscle weakness
followed by motor deficit, nerve pain or thickening, paresthesia,
and sensitivity changes are the most common symptoms. In
endemic countries, peripheral neuropathy is most likely observed
in leprosy, but it also occurs in other pathologies (Jardim
etal, 2003; Antunes et al,, 2012). Described as an inflammatory
process that affects several compartments of the peripheral
nerve in the initial stages, a predominance of neuropathies in
the small fibers can be observed in leprosy. The most frequently
affected nerves are the ulnar, median, posterior auricular,
superficial radial, common fibular, superficial fibular and posterior
tibial nerves (Jardim et al., 2003). The nerve thickening may
occur due to the inflammatory process, which can occur in
the epineurium, perineurium and endoneurium, altering the
morphology of myelinated nerves (Garbino et al, 2011, 2013).

Here, we discuss pathways for the initial infection by M. leprae,
how the bacillus survives in the host, and how in some
individuals this infection evolves to the different forms of
leprosy. We hypothesize that a microenvironment that protects
the bacillus from the THI response in the nasal mucosa and
in the skin allows this bacillus to survive and expand despite
the TH1 effector mechanisms. Mediators produced by tissue-
resident macrophages and Schwann cells (SCs) following infection
can inhibit effector function against M. leprae and facilitate
the expansion of regulatory T cells (Tregs) specific for M. leprae-
expressed antigens. The negative modulation of the effector
response against M. leprae will allow the increase in bacillary
load and onset of active disease. Epigenetic features already
present in the tissue-resident leukocytes or induced by M. leprae
might protect the bacillus from effector mechanisms and
contribute to microenvironmental changes that will bias the
differentiation of memory T cells toward a Treg phenotype.

Transmission of Mycobacterium leprae
Infection and the Upper Respiratory Tract
Mucosa

Mycobacterium leprae exhibits a slow replication rate, long
incubation period and is uncultivable in vitro under axenic
conditions (Scollard et al, 2006). Despite several attempts,
leprosy transmission pathways have not been completely
understood (Bratschi et al, 2015). It is widely accepted that
the transmission occurs when a susceptible person inhales
M. leprae in aerosols, droplets and nasal secretions expelled
by heavily infected individuals (Araujo et al, 2016).
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This transmission route is supported by the demonstration
that lepromatous patients can shed large numbers of viable
bacteria through their nasal passages (Davey and Rees, 1974).
On the other hand, a growing number of studies indicates
that leprosy can also be a zoonosis, transmitted by the armadillos,
as observed in the rural south of the United States (Sharma
et al., 2015). The number of animals able to act as a reservoir
for the disease is continuously growing, from mangabey monkeys
to red squirrels, and more recently chimpanzees (Meyers et al.,
1985; Schilling et al., 2019; Hockings et al., 2021). The potential
of leprosy transmission from these animals to humans by
hematophagous arthropods such as kissing bugs and ticks was
also demonstrated (Ferreira et al, 2018), being the skin the
probable primary site of infection (Job et al., 2008).

The hypothesis of the upper respiratory tract mucosa as
the main primary site of M. leprae infection is reinforced by
the presence of leprosy histological alterations in these areas
before the appearance of skin lesions and nerve damage (Chacko
etal,, 1979; Suneetha et al., 1998). Furthermore, surface expression
of adhesins involved in mycobacterial adherence to epithelial
cells such as histone-like protein and heparin-binding
hemagglutinin has been shown in M. leprae (de Lima et al,
2009). Most individuals develop an efficient immune response
to M. leprae after exposure. However, in a small number of
exposed individuals, the infection may not be controlled at
the mucosal sites, favoring M. leprae growth in the host cells
and spreading (Lazaro et al, 2010; Oliveira et al, 2021).
Following an increase in the bacillary load, the pathogen may
disseminate via bloodstream to other body parts. Indeed,
histopathological analysis of the nasal mucosa from lepromatous
patients shows massive numbers of M. leprae, mostly within
macrophages adjacent to blood vessels (McDougall et al.,, 1975;
Fokkens et al, 1998). Moreover, the presence of M. leprae
DNA in blood samples of household contacts of leprosy patients
implies not only that the circulation is likely a migration path
during infection, but also indicates a higher risk of progression
to disease in these contacts (Reis et al., 2014). In addition,
serology of M. leprae-specific molecules such as phenolic
glycolipid I (PGL-I) and leprosy IDRI diagnostic-1 (LID-1),
as well as lipid mediators (reviewed by Silva and Belisle, 2018),
may also be used as tools for detection of people at greater
risk of developing the disease (Figure 1; Moura et al., 2008;
Amorim et al., 2016).

Cellular Immunity and Mycobacterium
leprae Survival in the Infection Sites

T cell-mediated immunity plays a pivotal role in leprosy
pathogenesis, and it is well recognized that the production of
proinflammatory cytokines is critical for triggering an efficient
response against M. leprae in the nasal mucosa and skin (Modlin
et al,, 1988). Since leprosy is preceded by a long asymptomatic
period, the memory pool may be the main T cell population
involved in leprosy pathogenesis (Scollard et al., 2006). Memory
T cells are divided into effector memory T cells (Try) and
central memory T cells (Tcy). Tey cells display immediate
effector function, whereas Ty cells have little or no effector

function but exhibit higher proliferative capacity and upon
reactivation can rapidly proliferate and develop into effector
cells. Ty cells can be discriminated into distinct subsets,
including TH1, TH2, TH17, TH9, TH22, and Tregs (Sallusto
et al, 2004). TH1 cells and IFN-y play a pivotal role in the
control of the infection by intracellular pathogens such as
M. leprae (Salgame et al., 1991). More recently, other T cells
such as TH17 and THY cells have also been associated with
pro-inflammatory responses against this bacillus. These cells
are involved in the maintenance of chronic inflammation (Finiasz
et al,, 2007; Attia et al, 2014; Saini et al, 2016; de Sousa
et al.,, 2017a; Santos et al, 2017). TH22 cells and IL-22 have
been linked to inactivation of the lytic response of macrophages,
thereby, favoring M. leprae dissemination and evasion. In
addition, these cells are also related to tissue remodeling (de
Lima et al, 2015). Tregs produce IL-10 and TGF-p and are
key players in the suppression of effector T cells to limit tissue
damage due exacerbated immune response and are also associated
with leprosy in both blood leukocytes and skin lesions (Bobosha
et al, 2014).

The lung may be a particularly promising site for the
induction of peripheral Tregs specific for M. leprae-expressed
antigens (Abbas et al,, 2013). This possibility is supported by
the recent finding that the inhalation of airborne particles
such as house dust mites and fungal spores leads to Treg-
mediated tolerance against these aeroantigens (Bacher et al,
2016). Indeed, M. leprae can invade primary human nasal
mucosa cells and most notably alveolar epithelial cells and
survive for at least 10days following infection. Moreover, mice
challenged intranasally with live bacilli developed lung infection
(Silva et al., 2013). Thus, the continuous M. leprae nasal shedding
by patients may induce pathogen-specific Tregs in the airways
mucosa of healthy individuals, reducing effector T cell responses
against M. leprae, and, in consequence, promoting an increase
in bacillary loads (Davey and Rees, 1974; Martins et al.,, 2012).
Therefore, the negative modulation of effector T cell function
in the mucosa of the airways by Tregs may facilitate the bacillus
survival and dissemination from the airways to other permissive
areas in the organism.

Mycobacterium leprae requires a temperature range of 30-33°C
for growth, thereby, the lower temperature of the skin provides
a particularly favorable environment for the bacillus replication
(Pinheiro et al., 2018). The blood vessels may participate in
the immune response against M. leprae since the pathogen
more likely reaches the skin through the circulation. Type 1
cytokines such as IFN-y can induce the expression of adhesive
molecules and production of inflammatory mediators, including
proinflammatory cytokines and growth factors by endothelial
cells. These mediators secreted by the activated endothelium
can also be detected in the blood before clinical manifestations
of infectious diseases, thereby, may be targeted as predictive
biomarkers (Page and Liles, 2013). The activation of the
endothelium facilitates the diapedesis of leukocytes into the
infected sites such as skin (Spellberg and Edwards, 2001). In
addition, Kibbie et al. (2016) have shown that the unstimulated
endothelium can induce M2 macrophages, whereas endothelial
cells activated by IFN-y elicit the M1 differentiation program
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FIGURE 1 | Evolution of asymptomatic infection to active disease. Following exposure to Mycobacterium leprae, only a few people develop Leprosy. The
progression to active disease is accompanied by immunologic and metabolic changes, such as downregulation of TH1 cytokines, production of antibodies (anti-
PGL-I and LID-1), and lipid mediators. DNA of M. leprae in blood samples also indicates individuals with an increased risk of disease onset. Leprosy patients may
present alterations in upper airways, skin, and peripheral nerves, depending on the host immune cells involved in the response against M. leprae. DNA-ML, DNA of
M. leprae; PGL-1, Phenolic Glycolipid I; LID-1, leprosy IDRI diagnostic-1; RvD1, Resolvin D1; PGE;, Prostaglandin E;; PGD,, Prostaglandin D; LXA, Lipoxin As; HLP,
Histone-like protein; HBHA, hemagglutinin binding heparin; AgTregs, antigen-specific regulatory T cells; PUFAs, Polyunsaturated fatty acids; Teff, effector T cells;
Laminin 2 «-DG, Laminin 2 a Dystroglycan; MMP-2, matrix metalloproteinase-2; MMP-9, matrix metalloproteinase-9. Created with smart.servier.com.
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in monocytes through the expression of the protein JAGI.
Therefore, the endothelium can play an important role in the
immunopathogenesis of the disease.

Two lineages of tissue-resident macrophages (TRM) with
distinct gene expression profiles and phenotypes coexist at
specific niches in the skin. A subset expressing low levels of
the major histocompatibility complex II (MHC-II) resides near
blood vessels and is associated with restraining inflammation
and fibrosis. Moreover, MHC-II"" macrophages highly express
CD206, a mannose receptor involved in the recognition and
uptake of M. leprae (Diaz Acosta et al., 2018; Chakarov et al.,
2019). Thus, MHC-II*" TRMs may be the first target cell of
M. leprae after it reaches the skin via the bloodstream. In
addition, a murine model of leishmaniasis shows that TRMs
displaying the M2 phenotype are permissive to Leishmania
major infection and proliferation even in the presence of a

THI1 response (Lee et al, 2018). The association of low
temperature and the macrophage-protected niche may provide
a suitable microenvironment for the survival and initial growth
of M. leprae in the skin even in asymptomatic individuals
with strong IFN-y response (Martins et al.,, 2012). Following
an increase in the bacillary load, M. leprae may infect a second
TRM subset that resides subjacent to nerve bundles. This TRM
lineage exhibits higher MHC-II expression and efficiently presents
antigens to CD4" T cells in vitro. MHC-II"® TRMs may
contribute to nerve damage in two ways, either by promoting
effector T cells responses and leading to inflammatory infiltrate
or by promoting Treg differentiation and favoring M. leprae
persistence (Chakarov et al, 2019).

Although M. leprae binds to both myelinated and unmyelinated
SCs, the unmyelinated SCs are the ones preferentially susceptible
to infection in the peripheral nervous system (PNS).
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The vascular endothelium is a possible entry route for M. leprae
across the blood-neural barrier, and both macrophages and
SCs could transport the pathogen to the nerve, an environment
that in the absence of inflammation restricts the entry of
immune system cells (Scollard et al., 1999).

Likely, M. leprae binds to proteins on the surface of SCs
that make connections to the underlying cytoskeleton and initiate
a cascade of laminin 2 alpha-dystroglycan complexes, leading
to penetration of the bacillus into the cell, thus establishing
neural infection (Rambukkana et al., 1998; Brophy, 2002; Scollard
et al, 2015). Matrix metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and
MMP-9), enzymes involved in extracellular matrix degradation,
are shown in an experimental model of neural damage. Studies
suggest that they are involved in changing the permeability of
the blood-neural barrier, in demyelination and axonal degeneration,
in the presence of fibrosis. In leprosy nerve lesions, an increase
in MMPs is also observed, and patients with endoneurial
inflammation exhibit the highest levels of these enzymes. Along
with MMPs, TNF-a is involved in the pathogenesis of the neural
injury in PNL (Pearson and Weddell, 1975; Teles et al, 2007).

In advanced endoneurial lesions, both macrophages and SCs
are infected, contributing to demyelination and decreased
conduction velocity (Job, 1971). Both demyelination and axonal
degeneration are mechanisms of nerve fiber damage in leprosy
(Ebenezer and Scollard, 2021). In vitro studies identified the
Toll-like-6 receptor (TLR-6) as permissive for the internalization
of M. leprae in SCs. These in turn are also able to present
antigens and serve as targets for cytotoxic T cells (Scollard
et al, 2015; Andrade et al., 2016). However, additional studies
are required to elucidate the various factors involved in the
neural lesions of leprosy. Investigation of the pattern of immune
and inflammatory responses may provide a better understanding
of the mechanisms involved in the pathology of peripheral
nerve injuries. The prevention of sequelae and physical disabilities
resulting from leprosy depends on the implementation of
effective methods for the early detection of the infection.

Mycobacterium leprae and the Metabolic
Regulation of Immune Response in
Infected Individuals
Due to the evolutionary strategy that involved the reduction
in its genome to a minimal set of genes, M. leprae became
dependent on the host cell metabolism, making it highly
susceptible to host-target strategies such as the inhibition of
cholesterol synthesis by statins, for example (Cole et al., 2001;
Mattos et al., 2011b; Lobato et al., 2014). Medeiros et al. also
demonstrated that after infection, M. leprae modulates Schwann
cell metabolism to a more glycolytic profile, with increased
glucose uptake and consumption followed by a reduction in
oxidative phosphorylation, which results in mitophagy induction
(Oliveira et al, 2021). All these host cell metabolic changes
are crucial to the lipid accumulation and foamy aspect of infected
cells, a hallmark that is crucial to M. leprae infection success.
The drastic reduction in mitochondrial membrane potential
(Awy) observed after infection of Schwann cells and macrophages
leads to PINK1 deposition, Parkin recruitment and subsequent

mitochondrial ubiquitination, resulting in mitophagy, observed
so far only in SCs (Oliveira et al., 2021). Mitophagy may be a
relevant M. leprae strategy to escape the macrophage-mediated
cellular response, acting at three different known levels: (i)
elimination of a competitor better adapted to the cytosolic
environment, capable of competing with M. leprae for sources
of host cell carbon (Borah et al, 2019); (ii) inhibition of
autophagic processes, due to the deviation/consumption of its
components such as RAB, LC3, Parkin, p62/SQST]1, optineurin,
NBRI, and TBKI by mitophagy (Gkikas et al, 2018); (iii)
inhibition of the activation of innate immune responses from
mitochondrial origin, such as the generation of reactive oxygen
species (ROS) and the inflammasome system (Oliveira et al., 2021).

Equally important for the differentiation and activation of
macrophages is the control of the carbon flux on central
metabolism, leading to toxic intermediates such as itaconate,
capable of inhibiting bacterial isocitrate lyase (Rodriguez-Prados
et al,, 2010; Nagy and Haschemi, 2015; O’Neill and Artyomov,
2019). All these metabolic settings, aiming to meet the energetic
and anabolic demands of leukocytes during the response against
a pathogen, are modulated by the microenvironment of the
infected tissue and are ultimately responsible for its modulation
as well. Available data allow us to speculate that M2 macrophages
present an active Krebs cycle, generating citrate that is continuously
converted to acetyl-CoA through citrate lyase, thus feeding the
synthesis of lipids, responsible in part for making them foamy
macrophages (Llibre et al., 2021). The acetyl-CoA generated by
M2 macrophages is consumed not only by the de novo lipid
synthesis, but also by histone acetyltransferases during gene
expression epigenetic modulation by histone acetylation,
irreversibly committing these macrophages to an anti-inflammatory
phenotype (Allis and Jenuwein, 2016). All these metabolic settings
are directly related to the lipid-rich foamy aspect of the M. leprae-
infected macrophages, a phenotype that is crucial to M. leprae
survival inside macrophages and dissemination (Rodrigues et al,,
2010; Lobato et al., 2014; Mattos et al.,, 2014).

The foamy aspect of M. leprae-infected M2 macrophages
is an excellent example of the impact of metabolism modulation
on the immunological control of leprosy. After infection,
macrophages probably increase lipid uptake through the CD36,
and other scavenger receptors expressed at high levels in
lepromatous skin lesions (Mattos et al., 2014). This phenomenon
is largely responsible for the evolutionary success of M. leprae.
Part of the captured lipids is responsible for the accumulation
of lipid bodies, an important niche for the hiding of the
pathogen within the cytosolic space (Mattos et al., 2014; Toledo
Pinto et al, 2018). Lipids may also be used directly by the
bacillus, either as a carbon source or as a source of reducing
potential (Marques et al, 2015). Finally, another part of the
lipids will be destined to beta oxidation, thus feeding the Krebs
cycle of these cells, generating the necessary intermediates for
the upregulation of anti-inflammatory biomarkers through
histone acetylation (Allis and Jenuwein, 2016).

Lipids such as fatty acids, phospholipids, oxidized
phospholipids, and cholesterol as well as upregulation of the
host lipid metabolism are detected at higher levels in the
lepromatous than in the tuberculoid skin (Sakurai and Skinsnes,
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1970; Cruz et al, 2008; Mattos et al, 2010, 2011a; Amaral
et al,, 2013; de Macedo et al.,, 2015). Metabolomic analysis of
the tuberculoid and lepromatous skin lesions shows an enhanced
presence of omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), which are derived from phospholipase A, (PLA,)
activity. Cytosolic PLA, is activated upon phagocyte-bacteria
interaction, leading to the release of PUFAs from the sn-2
position of phospholipids and consequent production of lipid
mediators, and, in the case of free arachidonic acid (AA),
facilitating phagocytosis (Dabral and van den Bogaart, 2021).
Patient’s serum samples were also analyzed, and levels of
arachidonic acid-derived lipid mediators prostaglandin E, (PGE,)
and lipoxin A; (LXA;); and docosahexaenoic acid-derived
pro-resolving lipid mediator resolvin D1 (RvD1) were higher
in lepromatous than in tuberculoid patients (Bobosha et al.,
2014). LXA; and RvD1 are known as specialized pro-resolving
mediators (SPMs), and it has been observed that M2 macrophages
are the main sources of SPMs (Werz et al., 2018; Werner et al.,
2019; Jordan and Werz, 2021). These lipid mediators are known
to induce the M2 macrophage phenotype, as well as FOXP3
expression, Treg differentiation and proliferation (Baratelli et al.,
2005; Schwab et al., 2007; Garg et al., 2008; Chiurchit et al., 2016).

Unfortunately, there is still a lack of information concerning
the metabolic control of lymphocytes in leprosy. Naive T cells
have low metabolic activity and can therefore afford slow and
extremely efficient biochemical processes such as oxidative
phosphorylation and fatty acid oxidation to produce ATP. After
TCR activation, cellular reprogramming takes place aiming at
proliferation, differentiation and production of cytokines, anabolic
processes that are extremely demanding of energy and carbons.
Thus, activated T lymphocytes need to change their source of
ATP to a faster and less efficient process, the aerobic glycolysis
(Pearce et al., 2013). Although less efficient, glycolysis generates
intermediates that are important precursors for anabolism, such
as nucleotides and amino acids for example. This shift to
glucose fermentative metabolism, despite the availability of
oxygen, is associated with an inflammatory phenotype, while
the opposite, association between oxidative phosphorylation of
lipids and anti-inflammatory phenotype is also true (O'Neill
and Hardie, 2013).

As mentioned above, M. leprae can modulate the host cell
metabolism, influencing immune responses and progression
to leprosy (de Macedo et al., 2020). In addition, recent studies
also suggest that pathogens may induce epigenetic changes in
chronically infected individuals, leading to changes in the
progression of infections and participation in multi-stage
development of cancer (Fischer, 2020). Thus, it is possible that
M. leprae infection induces changes in the host cell epigenome,
favoring its survival and progression of asymptomatic infection
to leprosy.

Insights From Other Chronic Inflammatory
Diseases With Long Asymptomatic Phases
Modulated by Epigenetic Mechanisms

Epigenetic regulation refers to modifications in DNA or
DNA-associated components (but not DNA sequence) that are

transferred to daughter cells and are frequently involved in
the establishment of stable phenotypes, for instance, cell type
differentiation, and trained immunity (Bekkering et al., 2021).
Moreover, epigenomic reprogramming partially explains
dysregulation and sustained immune responses in chronic
inflammatory diseases (CID; Tam and Leung, 2021). Histone
modification pattern enriched at immune-related genes has
also been related to inflammatory gene expression and chronic
inflammation (Cribbs et al, 2018). Recent technological advances
make it currently possible to analyze epigenetic profiles with
single-cell resolution, depicting cell type heterogeneity in an
unsupervised way. Such an approach has been used, for instance,
to assess the landscape of open chromatin regions of peripheral
blood mononuclear cells from patients with ankylosing spondylitis
(Yu et al,, 2020). Novel and rare cell populations were identified
and characterized, providing mechanistic insights into the
pathogenesis of the disease.

In pemphigus vulgaris (PV), an autoimmune disorder,
miR-338-3p expression was significantly increased in patients
with active PV, whereas it remained unchanged in control
individuals. miR-338-3p expression was positively correlated
with disease severity. miR-338-3p targets Runt-related
transcription factor 1 (RUNXI1), which activates FOXP3
transcription. Accordingly, blockage of miR-338-3p increases
the expression of RUNX1 and FOXP3. Since FOXP3 levels
are decreased in patients with PV because of the abnormal
expression of miR-338-3p, and FOXP3 is key to the role
of Tregs cells in maintaining the immunological tolerance
to self-antigens, this miRNA could play an essential role
in the pathogenesis of the Tregs dysregulation observed
in these patients (Reolid et al, 2021). Considering those
results, it is important to evaluate if miR-388-3p has a
role in leprosy.

A single-cell transcriptional atlas of inflammatory skin
diseases, such as psoriasis and atopic dermatitis, has provided
insights into perturbed and co-opted developmental cellular
programs. Epigenetic mechanisms found in several non-tumor
dermatological pathologies have also been determined (reviewed
by Reolid et al., 2021; Reynolds et al, 2021). In psoriasis,
many studies assessed epigenetic markers associated with the
severity of the disease and response to therapies. The
hypomethylation of pl6INK4a, hypermethylation of HLA-C
promoter, PDCD5 and tissue inhibitor of metalloproteinases
2 (TIMP2) positively correlate with Psoriasis Area and Severity
Index (PASI) scores. Moreover, treatment with the 5-azacitidine
methyltransferase inhibitor reversed the hypermethylation of
genes encoding phosphatidic acid phosphatase type 2 domain
containing 3 (PPAPDC3), tumor protein P73 (TP73), and
fibronectin type III and Ankyrin Repeat Domains 1 (FANK1).
Significantly reduced levels of acetylated H3 and H4
(modifications commonly associated with transcriptional
activation) and increased levels of H3K4 methylation compared
with controls. Treatment with HDAC inhibitors seems to lower
the production of inflammatory cytokines in vitro. Many other
studies contributed to advance knowledge on epigenetic regulation
in psoriasis pathology. Hopefully, we will soon see comparable
advances in the knowledge of leprosy epigenomics.
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Despite the expected heterogeneity in the human susceptibility
to leprosy, the ability to identify risk-groups/individuals prone
to convert upon exposure would help early diagnosis and
disease control. A recent study evaluated the DNA methylation
profile of pulmonary-resident immune cells in a cohort of
medical students with a reported increased risk of Mycobacterium
tuberculosis exposure. This study identified an altered DNA
methylation profile in the individuals that later developed latent
TB infection as compared to those who did not. Notably,
alterations in the DNA methylation profile were detected in
the immune cells before a latent TB infection could be detected
by a positive IGRA test. Such alterations were identified mainly
in the pentose phosphate pathway genes in alveolar macrophages,
and IFN-y signaling genes in the alveolar T cells. It is not
yet clear whether the DNA methylation profile observed in
the IGRA converters is an early result of M. tuberculosis infection
or an epigenomic dysregulation predisposing individuals to
convert upon exposure. In both cases, one can imagine future
applications such as early diagnostic tools for the identification
of individuals that are developing latent TB infection or for
identifying individuals who are more prone to convert upon
exposure (Karlsson et al., 2021).

Indeed, epigenetic changes in tuberculosis may help us to
understand factors that lead to asymptomatic infection caused
by M. leprae. The pathway to disease may lie in epigenetic
mechanisms for evading the host immune response. Both
intracellular pathogens can avoid lysosomal fusion by
manipulating host signal transduction. Furthermore, M. leprae
and M. tuberculosis can evade the microbicidal host response
translocating from phagolysosomes into the cytosol (Russell,
2003; van der Wel et al., 2007). Leprosy and tuberculosis bacilli
translocation occur through a pore-forming toxin recognized
as ESAT-6 (van der Wel et al., 2007). In M. tuberculosis infection,
ESAT-6 induces methylation and decreased acetylation levels
of histone H3K4 in the CIITA (class II transactivator gene)
gene promoter (Kumar et al., 2012). This epigenetic modulation
becomes fundamental for the bacillus evasion from the host
response, because CIITA transcription is essential for the
expression of major histocompatibility class IT (MHC-II)
molecules on the surface of an antigen-presenting cell (Bobosha
etal., 2014). After all, during the ordinary course of an infection,
bacteria are phagocytosed by macrophages; their components
get processed via the endocytic pathway and are presented to
CD4" T cells in association with MHC-II molecules. Thus,
the pathogen silently persists in the host cell. In addition,
this epigenetic modulation induces a decrease in inflammatory
mediators such as IFN-y (Casanova and Abel, 2002;
Green et al, 2013).

Since only a small fraction of the exposed individuals develops
leprosy; it is reasonable to hypothesize that the upper respiratory
tract is an efficient barrier to M. leprae infection in most of
the cases (Pinheiro et al, 2018). Few studies approach the
M. leprae interaction with the nasal epithelium. So far, we do
not know whether there are epigenetic modifications that make
individuals more/less susceptible to M. leprae infection, nor
if M. leprae induces epigenetic modifications to create a
microenvironment favorable to its persistence. TLR4 activation

in alveolar epithelial lineage cells can promote the expression
of H3K9mel/2 demethylase KDM3A. KDM3A binds directly
to the FOXP3 promoter, leading to its transcription, thereby
inducing the secretion of FOXP3-associated inhibitory cytokines
(TGF-p1, IL-35, and HO-1), ultimately facilitating evasion from
effector response (Li et al, 2017). Interestingly, M. leprae
activates TLR4 in macrophages (Polycarpou et al, 2016), and
possibly it also does it in alveolar epithelial cells (Silva et al,
2013). Thus, we hypothesize that epigenetic regulation could
contribute to a microenvironment permissive to M. leprae at
this stage too.

Epigenetic markers that confer specific phenotypes have a
great potential as biomarkers for the diagnosis and progression
of diseases (Figure 2; Batista et al., 2020; Fatima et al., 2021).
Moreover, epigenetic regulation is also a quick response to
changes in the environment and may be reversible. Thus,
epigenetic modulation of gene expression has also a substantial
promise for new therapies (Allis and Jenuwein, 2016; Tam
and Leung, 2021; Zhang and Cao, 2021). Potential epigenetic
biomarkers have been identified in several types of cancer,
such as breast, colorectal cancers, prostate, pancreatic, gastric,
and lung cancers (Dumitrescu, 2018). Some of them have been
suggested as useful for early diagnosis and prediction of cancer
risk. For instance, in prostate cancer, epigenetic markers show
more sensitivity and specificity than serum PSA. Thus, it has
been proposed that the inclusion of these markers within
current screening tools, may improve early diagnosis and
diminish the need for repeated biopsies. It is also noteworthy
that if detected in biological fluids, epigenetic markers could
play an essential role in the noninvasive early detection of
diseases (Chen and Fang, 2014). Hopefully, ongoing and future
studies on epigenetics of leprosy will contribute to a better
understanding on how microenvironment signals modulate the
epiregulome, as well as how the changed epiregulome promotes
a signaling and metabolic rewiring of cells involved in the
innate and adaptive immunity to M. leprae.

Epigenetic Changes in Mycobacterium
leprae Infection and Leprosy

FOXP3, the transcriptional factor master regulator of Treg cells,
is required for differentiation, maintenance and suppressor
function of Tregs, as well as for the inhibition of the expression
of genes associated with T helper lymphocytes (Curotto de
Lafaille et al., 2004; Kretschmer et al., 2005; Josefowicz et al.,
2012). FOXP3 expression is regulated by epigenetic mechanisms,
such as histone acetylation and methylation and cytosine residue
methylation in CpG dinucleotides (Lal and Bromberg, 2009;
Alvarez Salazar et al, 2017). Recent studies have shown that
the methylation status of enhancers at the foxp3 gene loci,
designated as Conserved Noncoding Sequences (CNSs) 1, 2,
and 3, differentially contributes to Treg differentiation and
stability. The regulation by the CNS1 region is critical for the
induction of FOXP3 in Tregs generated at peripheral sites,
primarily in response to the TGF-p signaling pathway (Zheng
etal,, 2010; Kanamori et al., 2016). The CNS2 hypomethylation,
also known as Tregs-specific demethylated region (TSDR), is
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competence, whereas hypomethylation patterns in FOXP3 promoter support FOXP3 expression. Epigenetic atterations may be useful biomarkers with diagnostic,
prognostic, predictive, or therapeutic potential for chronic inflammatory diseases. HDAC, histone deacetylases; HAT, Histone acetyltransferases; PPP, pentose

phosphate pathway. Created with smart.servier.com.

required for the stability of FOXP3 expression (Zheng et al,
2010; Schreiber et al., 2014; Alvarez Salazar et al.,, 2017). The
CNS3 region appears crucial to facilitate FOXP3 locus opening
and potently increases the probability of this gene expression
during thymic and peripheral differentiation of Treg cells.
Furthermore, this region is related to the expansion of these
cells (Zheng et al., 2010; Mohr et al., 2018).

Kumar et al. have shown that high levels of TGF-f increase
phosphorylation-mediated-nuclear-import of SMAD3 which
leads to an increased generation of Tregs during disease
progression. The authors also evaluated the methylation status
of 5CpG islands of FOXP3 promoter using methylation-specific
PCR and detected a high degree of demethylation in circulating
Tregs from leprosy patients (Kumar et al., 2013). Although
the demethylation pattern in the FOXP3 promoter supports

the expression of this transcription factor, the pattern of
hypomethylation in TSDR is a pivotal feature for the stability
of FOXP3 expression. Since human Tregs cells are highly
heterogeneous and transient expression of FOXP3 occurs in
conventional T cells following activation, the demonstration
of the TSDR profile is required to confirm the identity of a
Tregs at an epigenetic level (Bacher et al., 2016; de Macedo
et al,, 2020). Different levels of FOXP3 TSDR methylation in
Tregs of different leprosy clinical forms may be a marker for
prognosis and disease progression (Schreiber, 2007; Palermo
et al, 2012; Campos et al, 2015). The epigenetics behind
disease progression in leprosy was also investigated in interactions
of FOXP3 with histone deacetylases (HDACs) and histone
acetyl transferases (HATS) that activate/inactivate transcription
by inducing the transfer of an acetyl group to the histone
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core. In another work, Kumar et al. determined that FOXP3
acts in a molecular ensemble with HDAC7/9 and HAT to
confer functional competence and differentiation to Tregs cells
in leprosy (Yang and Seto, 2007; Kumar et al, 2014). These
authors hypothesized that FOXP3 may be carrying HDAC7/9
to a gene locus to be repressed under M. leprae-induced
conditions. In fact, these relevant works are pioneering studies
of epigenetic modulations in T cells during disease progression.

miRNAs are involved in the epigenetic mechanisms of
regulation of cell development, proliferation, differentiation,
apoptosis and even anti-inflammatory and pro-inflammatory
stimuli. MiRNAs promote a dual role in M. tuberculosis infection,
persistence, and host immune system modulation (Batista et al.,
2020; Fatima et al., 2021). These molecules have great potential
as biomarkers for diagnosis of disease and its progression to
disease. Wang et al. (2011) investigated the role of miRNAs in
the transition from latent to active TB, looking for candidate
biomarkers of this transition. Salgado et al. performed the
miRNome of leprosy patients and healthy individuals, using
both blood and skin lesion samples from leprosy patients.
Expression analysis of blood cells revealed 10 differentially
expressed miRNAs, with nine down-regulated and one upregulated
(hsa-miR-1291). The miRNA hsa-miR-1291 was the only
differentially expressed miRNA in both skin tissue and blood
samples. It was predicted to regulate the AQP1 gene which
influences the hydration, elasticity, and glycerol permeability of
skin (Verkman, 2005; Fabrega et al., 2011; Salgado et al, 2018).
Soares et al. evaluated miRNAs on leprosy skin lesions, using
microarrays. Among the 10 most up or downregulated microRNAs
differentially expressed is the hsa-miR-155, already described
as associated with the regulation of the immune response in
other diseases (Soares et al,, 2017). Further understanding the
epigenetic control by miRNAs of the genes expressed in leprosy
may provide new insights into the different facets of leprosy,
from M. leprae-host cell interactions to new therapeutic targets.

Another class of small RNAs involved in epigenetic regulation
is the Piwi-interacting RNAs (piRNA). piRNAs are important
for gametogenesis, embryogenesis, and stem cell maintenance,
among other processes. Pinto et al. (2020), studied the piRNome
of human skin lesions of leprosy patients and healthy subjects.
A total of 337 differentially expressed piRNAs were identified
in leprosy skin lesions. It was demonstrated that, with one
exception, all the differentially expressed piRNAs were
downregulated in leprosy patients, indicating that targeted genes
involved in the regeneration of peripheral nerves infected by
M. leprae may be silent or expressed at low levels. The only
upregulated piRNA on leprosy skin lesions, piR-hsa-27283, may
have approximately 3,000 genes as targets, so it is difficult to
predict the functional impact of this upregulated piRNA. On
the other hand, piR-has-27283 could be tested as a biomarker
for leprosy (Pinto et al., 2020).

Are Tregs Involved in the Pathogenesis of
Leprosy?

Both innate and adaptive mechanisms may be involved in the
negative modulation of immune response of leprosy. The

interaction of PGL-I with complement receptor 3 (CR3) expressed
by innate immune cells efficiently enhances bacterial invasion
and impairs infection-induced inflammatory responses (Tabouret
et al, 2010). Moreover, PGL-I triggers the Syk-calcineurin-
NFAT signaling via CR3, increasing the production of cytokines,
such as IL-1p, IL-2, and IL-10 by macrophages, dendritic cells
and polymorphonuclear neutrophils (PMNs), respectively.
Therefore, the pathogen may modulate the cytokine response
in host immune cells via PGL-I engagement to CR3. The
augmenting production of IL-2 by DCs and IL-10 by PMNs
following infection may also sustain and induce Tregs
(Doz-Deblauwe et al., 2019).

Progressive reduction and loss of in vivo responsiveness to
M. leprae (lepromin skin test) is mirrored by increase in
bacillary load in leprosy patients from the tuberculoid to the
lepromatous pole (Ridley and Jopling, 1966). In vitro T cell
responses, including IFN-y production, are defective in
lepromatous patients (Nogueira et al, 1983). More recently,
IFN-y levels in response to M. leprae-specific synthetic peptides
were investigated in asymptomatic individuals with different
levels of exposure to the bacilli, including household contacts
of paucibacillary (HCPB) and multibacillary (HCMB) patients,
as well as leprosy patients. These volunteers displayed a
progressively lower level of IFN-y in response to M. leprae
with increase in exposure to this bacillus or bacillary load
among patients. In addition, patients were less responsive to
M. leprae antigens than the asymptomatic exposed individuals.
Taken together, these observations suggest a progressive reduction
in THI response to M. leprae related to level of exposure to
the bacillus/bacillary load (Martins et al,, 2012).

The interruption of exposure by treating the index cases
can improve T cell responses in HCMB by increasing both
CD4" Tyy and Tey frequencies, as well as production of
pro-inflammatory cytokines in response to M. leprae antigens
(de Carvalho et al, 2017). So, the continuous exposure to live
M. leprae may allow the progression of the infection to disease
in asymptomatic individuals. Then, the level of negative regulation
of the effector response toward M. leprae may dictate the
development of active disease, and the evolution to multibacillary
or paucibacillary leprosy, respectively (Scollard et al., 2006).

Tey cells stably commit to express specific amounts of
cytokines that vary widely between cells, and this intrinsic
magnitude is maintained upon immunological rechallenge. In
addition, the quantitative production of cytokines such as IFN-y
defines the ability of TH1 cell clones to activate macrophages
and bacterial killing (Helmstetter et al, 2015). The exposure
to exogenous antigens is a major mechanism influencing the
balance between Tregs and effector (Teff) T cells and the ratio
change within antigen-specific T cells subsets correlate with
the levels of effector response and chronicity of infection (Su
et al,, 2016). Lastly, the T cell unresponsiveness in lepromatous
leprosy is M. leprae-specific, and frequently patients exhibit
strong responses to the tuberculin skin test (Bloom and
Mehra, 1984).

Thus, it is possible to hypothesize that following M. leprae
survival and growth in host cells of the upper airways mucosa
and the skin, leprosy may change the balance between Tregs
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and Teff cells in an antigen-specific manner, leading to suppression
of Teff cells or generation of selective pressure to memory T
cells expressing low amounts of proinflammatory cytokines
(Figure 3). So, healthy individuals from endemic areas and
HCPB may have the lowest Tregs/Teff ratio, thereby, a strong
protective immune response against M. leprae. The persistent
exposure to the bacilli as observed in HCMB may increase
the Tregs numbers, leading to a decrease in Teff and a higher
Tregs/Teff ratio (Su et al, 2016). Since the balance is still
toward Teff, they maintain a protective response. However, if
the numbers of Tregs reach an equilibrium or exceed the
numbers of Teff, the individuals progress to PB or MB clinical
forms, respectively.

Belkaid et al. (2002) demonstrated that an equilibrium within
antigen-specific T cells in sites of chronic infection such as
Leishmania major may be an indicative of parasite and host
survival strategies. Thus, an expansion of Tregs reaching
equilibrium with effector function may be happening in PB
patients to prevent tissue damage due to the overactivation
of immune responses. A point to be considered is that IL-2

is required for the generation, maintenance, proliferation, and
suppressive activity of Tregs (Malek and Bayer, 2004). Almeida
et al. reported that 27~ mice presented lymphoid hyperplasia
due to the lack of Tregs. However, when IL-2 producing cells
were reintroduced in IL-2" deficient chimeras, CD4'CD25" T
cells became established and restored the peripheral lymphoid
compartments to normal size. Thus, IL-2 is required for
establishing a sizable population of Tregs cells (Almeida et al.,
2002). Treg cells constitutively express high levels of CD25
(IL-2Ra); however, they cannot produce this cytokine; thus,
they depend on the IL-2 produced by activated Teff cells (Malek
and Bayer, 2004). This dependence on their suppression target
for proliferation suggests a feedback loop model of immune
regulation (Jung and Seoh, 2009). Since IL-2 is almost absent
in lepromatous leprosy cutaneous lesions, this may result in
lower numbers of Tregs than in tuberculoid leprosy (Sieling
and Modlin, 1992). However, the frequency of M. leprae-specific
Tregs may still exceed the frequency of Teff in these patients;
thereby, a tolerogenic response is achieved (Tregs/Teff ratio>1;
Bacher et al, 2016).

Treg/Teff Ratio

[Tolerogenlc response]

Exposure/ Bacillary Load

FIGURE 3 | Regulatory and effector T cells balance in leprosy pathogenesis. The increased exposure to Mycobacterium leprae in household contacts of leprosy
patients, as well as the increased bacillary load in patients, may alter the balance between antigen-specific regulatory T cells (Treg) and effector T cells (Teff). If the
ratio within antigen-specific T cells is toward Teff cells, there will be protective cel-mediated immune responses against M. leprae. However, if the number of Treg
cells increases and reaches an equilibrium or exceeds the frequency of Teff cells, effector function against M. lgprae will be compromised, and the infection will more
likely progress to active disease. Teff, effector T cells; Treg, Regulatory T cells; HCPB, household contacts of paucibacillary patients; HCMB, household contacts of
muttibacillary patients; PB, paucibacillary patients; MB, multibacillary patients. Created with smart.servier.com.
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FOXP3" T cells have been described in the blood and skin
lesions of leprosy patients; however, there is no consensus in
the literature on the role of Tregs in the disease. Attia et al.
(2010, 2014) have shown higher frequencies of circulating Tregs
(CD4'CD25"#"), expressing FOXP3, as well as Teff (CD4*CD25"")
in TT than LL patients, indicating accumulation of both T
cells subsets in the peripheral blood. On the other hand,
increased numbers of Tregs (CD4'CD25'FOXP3") in response
to M. leprae antigens have been demonstrated in multibacillary
patients (Palermo et al., 2012; Bobosha et al., 2014; Saini et al,,
2014). A relevant point to be considered in these studies is
the absence of Treg identity at the epigenetic level. The evaluation
of the hypomethylation pattern in TSDR region is required
for the stable expression of FOXP3 and characterization of
Tregs (Bacher et al., 2016).

At the site of M. leprae infection, some studies detected
higher numbers of Tregs in lepromatous leprosy cutaneous
lesions (Palermo et al., 2012; Bobosha et al.,, 2014; Saini et al.,
2014), whereas others did not show any statistical differences
in the expression of FOXP3 between the clinical forms (Massone
et al, 2010; Parente et al, 2015). It is difficult to compare
these studies since the methods for quantification,
characterization, and experimental designs are different. In
addition, the T cell unresponsiveness observed in lepromatous
patients is specific for M. leprae antigens; thereby, the evaluation
of M. leprae-specific Tregs is also required (Bloom and
Mehra, 1984).

Tregs display multiple immunosuppressive mechanisms,
including release of anti-inflammatory cytokines, adenosine
nucleosides, perforin and granzymes, as well as co-inhibitory
receptors such as CTL-4, LAG-3, and TIGIT (Cools et al,
2007; Lucca and Dominguez-Villar, 2020). Thus, the molecular
pathways by which Tregs operate in leprosy should be further
elucidated. A recent requirement on the essential markers and
gate strategy for the characterization of Tregs in clinical samples
by flow cytometry must be considered in leprosy studies. Thus,
new standardized approaches may lead us to a better
understanding of the role of Tregs in leprosy pathogenesis
(Santegoets et al., 2015).

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

After the introduction of multi-drug therapy (MDT) for leprosy
the prevalence of this disease had a major initial reduction,
but the number of new cases remains stable around 200,000
cases/year, including children, demonstrating that transmission
is not interrupted in leprosy endemic countries (Taal et al,
2021). Another important problem is underdiagnosis of this
disease. Active search of new cases in a supposedly low
endemicity city and among schoolchildren in high endemicity
areas in Brazil allowed the detection of many new previously
undiagnosed cases (Bernardes Filho et al., 2017). The COVID-19
pandemic can be predicted to have a major negative impact
in the control of leprosy and other diseases. There was a 41.4%
reduction in the detection of new cases of leprosy in Brazil
in 2020, when compared to mean values for the previous

4years (da Paz et al, 2022). New approaches are required to
improve early detection of leprosy new cases and latent infections
at high risk of evolution to active disease.

Leprosy and other important chronic inflammatory diseases
are preceded by a silent pathogenesis that can last years to
decades for crossing the threshold to symptomatic manifestations
and diagnosis. Epigenetic markers, pathogen-specific markers
and biomarkers induced during early phases of chronic
inflammatory diseases provide many potential tools for diagnosis
and, when possible, prevention of active disease and sequelae
(Figure 1). Many molecules, metabolic and functional steps
are common to pathologies involving chronic inflammation.
So, the identification of common mechanisms may indicate
points that could be targeted for development of new diagnostic
and therapeutic tools (Lobato et al, 2014; Rosa et al, 2021).

The interaction of M. leprae with the host allows the detection
of M. leprae-derived as well as host-derived markers of exposure,
infection, and disease prognosis. Assessment of antibodies specific
for M. leprae antigens is a time-tested approach for detection
of infection by M. leprae, but patients and asymptomatic
individuals with low bacillary loads are frequently negative for
these antibodies. IgM antibodies specific for the M. leprae unique
antigen PGL-I reach serum levels that are proportional to the
bacillary index in leprosy patients and indicate a higher risk
of disease for people living in endemic regions and household
contacts of leprosy patients (Meeker et al., 1986; Barreto et al,,
2015). Mycobacterium leprae-specific recombinant proteins and
M. leprae-specific synthetic peptides can also be used for detection
of exposure to M. leprae. These assays are evolving to a point-
of-care format combining detection of anti-PGL-I antibodies
and cytokine response to M. leprae antigens and are potentially
important tools for diagnosis of new leprosy cases (Van Hooij
et al, 2018). PCR of M. leprae-specific DNA in earlobe slit
skin smears combined to ELISA for anti-PGL-I antibodies
detected the highest proportion of double positive cases among
newly diagnosed leprosy patients, with marked reduction following
treatment, and 15.5% double-positive individuals among household
contacts of leprosy patients in the state of Pard, northern Brazil.
These observations suggest this approach as a potential method
for diagnosing latent M. leprae infection (Da Silva et al,, 2021).
Mycobacterium leprae induces lipid accumulation in the infected
macrophages and Schwann cells, in the form of lipid droplets,
that give a foamy aspect to the infected cells. The lipid droplets
are sites of synthesis of lipid mediators derived from
polyunsaturated fatty acids in the infected cells (Mattos et al,
2011b; de Macedo et al., 2020). The serum levels of some of
these mediators (PGE,, LXA, RvDIl) are increased in
multibacillary leprosy patients (Amaral et al, 2013). These
mediators and others induced by the presence of M. leprae in
the infected cells are part of an anti-inflammatory
microenvironment, that may be relevant for Treg differentiation
in the infected sites (de Macedo et al,, 2020). Serum levels of
lipid mediators induced by M. leprae infection may also
be potential biomarkers of latent infection.

Evaluation of IFN-y response to M. leprae-specific peptides
shows responsiveness to M. leprae only in exposed individuals.
However, when groups of volunteers with different levels of
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exposure to M. leprae are compared, an increase in exposure
to M. leprae and in bacillary load among patients is associated
with progressively lower levels of IFN-y response to M. leprae
(Martins et al, 2012). A model for changes in Treg/Teff ratios
with increase in bacillary load is shown in Figure 3. The
likely requirement of M. leprae for this inhibition of effector
response suggests that improvement of effector response against
M. leprae is a likely benefit for post-exposure prophylaxis of
leprosy (Taal et al, 2021).
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Despite being treatable, leprosy still represents a major public health problem, and many
mechanisms that drive leprosy immunopathogenesis still need to be elucidated. B cells
play important roles in immune defense, being classified in different subgroups that
present distinct roles in the immune response. Here, the profile of B cell subpopulations in
peripheral blood of patients with paucibacillary (TT/BT), multibacillary (LL/BL) and
erythema nodosum leprosum was analyzed. B cell subpopulations (memory, transition,
plasmablasts, and mature B cells) and levels of IgG were analyzed by flow cytometry and
ELISA, respectively. It was observed that Mycobacterium leprae infection can alter the
proportions of B cell subpopulations (increase of mature and decrease of memory B cells)
in patients affected by leprosy. This modulation is associated with an increase in total IgG
and the patient’s clinical condition. Circulating B cells may be acting in the modulation of
the immune response in patients with various forms of leprosy, which may reflect the
patient’s ability to respond to M. leprae.

Keywords: Mycobacterium leprae, B lymphocytes, B cell differentiation, active immune response, erythema
nodosum leprosum

INTRODUCTION

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the intracellular pathogen Mycobacterium leprae,
which is endemic in many countries: in 2019, WHO reported 202,185 new cases worldwide (1, 2).
The disease presents a complex clinical and immunopathological spectrum: at one end, tuberculoid
leprosy (TT), in which skin lesions are characterized by a classical epithelioid cell granuloma
formation, with a strong pro-inflammatory Th1/Th17 cellular immune response and consequent
bacterial growth control. On the opposite side, lepromatous leprosy (LL), is characterized by a
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8.5 Anexo 5: Termos de consentimento livre e esclarecido

Ministério da Satde

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Laboratério de Microbiologia Celular
IOC/FIOCRUZ

Consentimento Livre e Esclarecimento Para Participacdo em
Projeto

Titulo do projeto: Caracterizagdo da resposta imune protetora induzida pela
vacinagdo com BCG em contatos de pacientes com hanseniase.

Nome do pesquisador responsavel: Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Nome e telefone de contato para duvidas e problemas: Dr. Geraldo Moura
Batista Pereira. Telefone: 21 2562-1611.

Para esclarecimentos sobre a eticidade do projeto: Comité de ética em
pesquisa - endereco: Av. Brasil 4036, sala 705, campus Expanséo - Manguinhos,
telefone: 38829011, cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

O presente estudo tem por finalidade realizar um conjunto de andlises em
individuos com hanseniase, seus contatos domiciliares, individuos sadios sem
contato conhecido com esta doenga e pacientes com doengas inflamatérias néo
causadas pelo Mycobacterium leprae que é o agente causador da hanseniase,
com o objetivo entender a resposta imune de grupos de individuos com maior
risco de desenvolver a doenga ativa, de forma a contribuir para o desenvolvimento
de novas estratégias no controle da hanseniase.

E importante por isso, que vocé leia esse documento com atengéo e calma
para decidir se vocé quer ser incluido no grupo que vai participar desse estudo.
Se vocé decidir que ndo quer participar dessa pesquisa, a sua decisdo sera
totalmente respeitada. Da mesma forma, se vocé aceitar participar e a qualquer
momento desistir dessa participagdo, vocé pode entrar em contato com o
pesquisador responsavel (Dr. Geraldo Pereira) e pedir para retira-lo do estudo. O
participante ndo tera direito a compensagdo financeira em face de sua
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participagéo no presente projeto. Nado havera também despesa pessoal para o
participante em qualquer etapa do estudo.

Nos solicitamos que vocé participe do estudo porque vocé ndo tem hanseniase
e desconhece qualquer contato prévio com alguém que tenha tido. Além do exame
clinico ao qual vocé sera submetido, pedimos que vocé nos fornega até 40 mL de
sangue.

Esse material serda armazenado no Laboratério de Microbiologia Celular do
Instituto Oswaldo Cruz, podendo ser utilizado para outras pesquisas de acordo
com a aprovagdo do Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz, instituicio
colaboradora do presente projeto. O motivo para que esse material seja
armazenado é que os experimentos serdo feitos gradativamente e ndo todos de
uma s6 vez. Além disso, novas perguntas cientificas surgem entre os
pesquisadores, que necessitam de material adicional dos préprios pacientes para
ser esclarecidas. As amostras bioldgicas ja armazenadas serdo utilizadas para
responder a estas perguntas, quando possivel.

N&o costumamos contatar o participante para divulgar os resultados da nossa
pesquisa, porém se o mesmo assim o desejar, ele podera entrar em contato com
o pesquisador responsavel para saber detalhes sobre os resultados.

Para maiores detalhes sobre os riscos, inconveniéncias, desconfortos e outras
informagdes pertinentes relativas a sua particdo neste projeto, veja a segéo
seguinte.

Procedimento e métodos usados

Coleta de sangue: Uma pessoa bem treinada neste procedimento fara a pungéao
da veia do seu antebrago. O procedimento toma de 5 a 10 minutos, e é idéntico
aqueles usados em outros exames laboratoriais.

Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, s&o
aqueles relacionados com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma
(rouxiddo) no local, e infecgdo (muito raramente). A quantidade de sangue
necessaria para o estudo e muito pequena, e muito provavelmente ndo causara
nenhuma complicagao.

Beneficios: Nao ha beneficio direto, porém esse estudo beneficiara futuramente
toda a populagao, ja que a investigagdo da modulagédo da resposta imune possui
relevancia para a prevengdo o tratamento de doencas infecciosas como a
hanseniase.
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Confiabilidade: As pessoas que vao puncionar o seu sangue e os pesquisadores
que estdo coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padroes
profissionais de confiabilidade. Nas amostras ndo constardo o seu nome, e
ninguém (exceto os pesquisadores envolvidos no estudo) serdo capazes de
identificar vocé como doador desta amostra. As informagdes obtidas neste estudo
talvez sejam publicadas em jornais cientificos, mas a sua identidade nao sera
revelada.

Responsabilidade: A comissdo de Etica responsabilizara o coordenador
responsavel pelo estudo por qualquer transtorno que acontega durante o estudo.
O médico responsavel colocou-me a par destas informagdes, estando a
disposi¢éo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas duvidas.
Também tenho toda liberdade para entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Assinatura do
pesquisador: Data:

Participagao: Minha participagao neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu
sou livre para me recusar a participar no estudo, ou me retirar em qualquer
fase da pesquisa. Assinar este documento significa que vocé leu as
informagoes deste termo de consentimento, datou e recebeu uma via de
igual teor a do pesquisador.

Nome Data:

Assinatura
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Ministério da Satde

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Laboratério de Microbiologia Celular
IOC/FIOCRUZ

Consentimento Livre e Esclarecimento Para Participacdo em
Projeto

Titulo do projeto: Caracterizagdo da resposta imune protetora induzida pela
vacinagdo com BCG em contatos de pacientes com hanseniase.

Nome do pesquisador responsavel: Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Nomes e telefones de contato para questoes e problemas: Dr. Geraldo Moura
Batista Pereira. 21-2562-1611.

Enderego: Av. Brasil 4036, sala 705, campus Expansado - Manguinhos, telefone:
38829011, cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

O presente estudo tem por finalidade realizar um conjunto de andlises em
individuos com hanseniase, seus contatos domiciliares, individuos sadios sem
contato conhecido com esta doenga e pacientes com doengas inflamatérias néo
causadas pelo Mycobacterium leprae que é o agente causador da hanseniase,
com o objetivo entender a resposta imune de grupos de individuos com maior
risco de desenvolver a doenga ativa, de forma a contribuir para o desenvolvimento
de novas estratégias no controle da hanseniase.

E importante por isso, que vocé leia esse documento com atengdo e calma
para decidir se vocé quer ser incluido no grupo que vai participar desse estudo.
Se vocé decidir que ndo quer participar dessa pesquisa, a sua decisdo sera
totalmente respeitada e o seu tratamento médico acontecera normalmente como o
de todos os pacientes que frequentam esse servigo clinico, ndo havendo nenhum
prejuizo para a sua assisténcia médica enquanto durar o seu tratamento. Da
mesma forma, se vocé aceitar participar e a qualquer momento desistir dessa
participagdo, a sua assisténcia médica continuara acontecendo normalmente
como a de todos os pacientes deste servico. O participante ndo tera direito a
compensagéao financeira em face de sua participagdo no presente projeto. Nao
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havera também despesa pessoal para o participante em qualquer etapa do
estudo.

Noés solicitamos que vocé participe do estudo porque vocé € um paciente com
hanseniase. Além do exame clinico ao qual vocé sera submetido, pedimos que
vocé nos fornega até 40 mL de sangue e um fragmento de pele através de bidpsia
de uma leséo a ser escolhida pelo médico. Sera também coletado material da
superficie da sua pele, através de uma pequena placa de silica que ficara em
contato com a sua pele por 1 (um) minuto. Este procedimento é totalmente indolor
e nao-invasivo.

Esse material serda armazenado no Laboratério de Microbiologia Celular do
Instituto Oswaldo Cruz, podendo ser utilizado para outras pesquisas de acordo
com a aprovagdo do Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz, instituigio
colaboradora do presente projeto. O motivo para que esse material seja
armazenado é que os experimentos serdo feitos gradativamente e nado todos de
uma s6é vez. Além disso, novas perguntas cientificas surgem entre os
pesquisadores, que necessitam de material adicional dos préprios pacientes para
ser esclarecidas. As amostras bioldgicas ja& armazenadas serdo utilizadas para
responder a estas perguntas, quando possivel. A placa de silica sera enviada
para analise no laboratério Innovare, na Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

N&o costumamos entrar em contato com os participantes para divulgar os
resultados da nossa pesquisa, porém se o mesmo assim o desejar, ele podera
entrar em contato com o pesquisador responsavel para saber detalhes sobre os
resultados. Para maiores detalhes sobre os riscos, inconveniéncias, desconfortos
e outras informagdes pertinentes relativas a sua particdo neste projeto, vejam a
segao seguinte.

Procedimento e métodos usados

Coleta de sangue: Uma pessoa bem treinada neste procedimento fara a pungéo
da veia do seu antebrago. O procedimento toma de 5 a 10 minutos, e é idéntico
aqueles usados em outros exames laboratoriais.

Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, séo
aqueles relacionados com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma
(rouxiddo) no local, e infeccdo (muito raramente). A quantidade de sangue
necessaria para o estudo e muito pequena, e provavelmente nao causara
nenhuma complicagéo.

Coleta de material da superficie da pele: uma placa de silica (1 x 1 cm) sera
colocada sobre a pele, e deixada por 1 (um) minuto.
Desconfortos e riscos: néo ha.
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Bidpsia (retirada de um pedaco de pele com mancha ou lesdo): Apds anestesia
local, um pequeno fragmento de pele sera retirado pelo médico para auxiliar no
diagnodstico da hanseniase e afastar a possibilidade de outras doencas. Desse
fragmento, utilizaremos uma pequena parte que sera armazenada em nosso
laboratério a fim de responder aos questionamentos dos pesquisadore

s que podem surgir ao longo dos anos.

Desconfortos e riscos: Pode ocorrer uma pequena dor apods o efeito da anestesia.
Raramente ocorre infecgéo.

Beneficios: As amostras doadas por vocé auxiliardo no seu diagnéstico. Além
disso, esse estudo beneficiara futuramente toda a populagéo, ja que a
investigagdo da modulagao da resposta imune possui relevancia para a prevengao
e o tratamento de doengas infecciosas como a hanseniase.

Confiabilidade: As pessoas que vao puncionar o seu sangue e os pesquisadores
que estdo coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padroes
profissionais de confiabilidade. Nas amostras ndo constardo o seu nome, e
ninguém (exceto os pesquisadores envolvidos no estudo) serdo capazes de
identificar vocé como doador desta amostra. As informagdes obtidas neste estudo
talvez sejam publicadas em jornais cientificos, mas a sua identidade nado sera
revelada.

Responsabilidade: A comissdo de Etica responsabilizara o coordenador
responsavel pelo estudo por qualquer transtorno que acontega durante o estudo.
O médico responsavel colocou-me a par destas informagdes, estando a
disposigéo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas duvidas.
Também tenho toda liberdade para entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Assinatura do
pesquisador: Data:

Participagao: Minha participagdo neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu
sou livre para me recusar a participar no estudo, ou me retirar em qualquer
fase da pesquisa. Assinar este documento significa que vocé leu as
informagoes deste termo de consentimento, datou e recebeu uma via de
igual teor a do pesquisador.

Nome Data:

Assinatura
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Consentimento Livre e Esclarecimento Para Participacao em Projeto

Titulo do projeto: Padrao de resposta celular e humoral ao antigeno hemaglutinina ligante
de heparina (HBHA) de Mjycobacterium leprae como potencial ferramenta para o
diagnostico da hanseniase.

Nome do pesquisador responsavel: Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani

Nome e telefone de contato para duavidas e problemas: Dra. Maria Cristina Vidal
Pessolani. Telefone: 21 2562-1553.

Para esclarecimentos sobre a eticidade do projeto: Comité de ética em pesquisa -
endereco: Av. Brasil 4036, sala 705, campus Expansio - Manguinhos, telefone:
38829011, cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Este estudo tem por finalidade ajudar a entender por que as pessoas adoecem de hanseniase.
Esta doenga € causada pelo Mycobacterium leprae e pode causar lesdes de pele e danos aos
nervos das pessoas. Dessa maneira, sera necessario realizar um conjunto de analises em
pacientes com hanseniase, seus contatos domiciliares, individuos sadios que ndo conhecem
pessoas com hanseniase, pacientes com neuropatias que ndo estejam com hanseniase e
pessoas com tuberculose que é uma doenga causada por uma bactéria parecida com a que
causa a hanseniase, para entendermos o motivo das pessoas adoecerem e também
trabalharmos no desenvolvimento de novas estratégias no controle da hanseniase.

E importante que vocé leia esse documento com bastante atengdo para decidir se aceita
ou ndo participar deste projeto de pesquisa. Se vocé decidir que ndo quer participar dessa
pesquisa, a sua decisdo sera totalmente respeitada. Da mesma forma, se vocé aceitar
participar e a qualquer momento desistir dessa participacdo, a sua assisténcia médica
continuara acontecendo normalmente. O participante ndo tera direito a compensagio
financeira em face de sua participa¢do no presente projeto e também ndo havera despesa
pessoal para o participante em qualquer etapa do estudo. Conforme a Resolugao no. 466/12
do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude (CNS/MS) vocé tem direito a receber
cobertura material para reparagdo de eventual dano decorrente desta pesquisa.

Nos solicitamos que vocé participe do estudo porque vocé nio tem hanseniase e nao
conhece pessoas que adoeceram desta doenga. Apos a sua consulta de rotina, pedimos que
vocé nos forneca até 40 mL de sangue. Uma parte das amostras coletadas sera guardada no
Laboratorio de Microbiologia Celular da FIOCRUZ, sob responsabilidade da Dra. Maria
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Cristina Vidal Pessolani que é a responsavel pelo projeto e pesquisadora responsavel pelo
laboratorio de Microbiologia Celular, podendo ser utilizado em pesquisas futuras de acordo
com a aprovagdo do Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz, institui¢do colaboradora
do presente projeto. A decisdo de nos autorizar a armazenar as suas amostras para pesquisas
futuras € voluntaria. Se vocé decidir ndo armazenar, nds destruiremos suas amostras ao
final do estudo. A qualquer momento vocé podera entrar em contato com os pesquisadores
e pedir que seu sangue ndo seja mais usado para pesquisa; neste caso, todas as suas
amostras identificaveis, que forem encontradas em nosso laboratorio serdo destruidas. O
motivo para que esse material seja armazenado é que os a pesquisa sera feita aos
pouquinhos e ndo tudo de uma vez. Além disso, novas perguntas cientificas surgem entre os
pesquisadores, e novas analises podem ser necessarias com as amostras ja armazenadas
para responder a estas perguntas, quando possivel.

Nio costumamos contatar o participante para divulgar os resultados da nossa pesquisa,
porém se o mesmo assim o desejar, ele podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel para saber detalhes sobre os resultados.

Para maiores detalhes sobre os riscos, inconveniéncias, desconfortos e outras
informagdes pertinentes relativas a sua parti¢do neste projeto, veja a se¢ao seguinte.

Procedimento e métodos usados

Coleta de sangue: Uma pessoa bem treinada neste procedimento fara a puncdo da veia do
seu antebrago. O procedimento toma de 5 a 10 minutos, e é idéntico aqueles usados em
outros exames laboratoriais.

Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles
relacionados com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (rouxiddo) no local.
A quantidade de sangue necessaria para o estudo € muito pequena, e muito provavelmente
ndo causara nenhuma complicacao.

Beneficios: Esse tipo de estudo beneficiara futuramente toda a populagéo, ja que estaremos
investigando o motivo pelo qual as pessoas adoecem de hanseniase e o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes para o controle da doenca que permanece até os dias de hoje
como problema de satde publica.

Confidencialidade: As pessoas que vao coletar o seu sangue e os pesquisadores que estio
coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padrdes profissionais de
confidencialidade. Nas amostras ndo constardo o seu nome, e ninguém (exceto os
pesquisadores envolvidos no estudo) sera capaz de identificar vocé como doador desta
amostra. As informacdes obtidas neste estudo talvez sejam publicadas em jornais
cientificos, mas a sua identidade nio sera revelada.
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Responsabilidade: A comissio de Etica responsabilizara a coordenadora responsavel pelo
estudo por qualquer transtorno que acontega durante o estudo. O médico responsavel
colocou-me a par destas informagdes, estando a disposicdo para responder minhas
perguntas sempre que eu tiver novas duvidas. Também tenho toda liberdade para entrar em
contato com a pesquisadora responsavel: Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani.

Marque abaixo as opcdes para armazenamento ou nao das suas amostras para
utilizagcdo em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular.

Aceito participar da pesquisa e armazenar as minhas amostras de sangue para serem
utilizadas em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular

() Sim ( ) Nio
Aceito participar da pesquisa, mas ndo quero armazenar as minhas amostras de sangue para

serem utilizadas em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular. Assim que
essa pesquisa terminar, desejo que as minhas amostras de sangue sejam destruidas.

() Sim ( ) Nao

Participacao: Minha participacio neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu sou
livre para me recusar a participar no estudo, ou me retirar em qualquer fase da
pesquisa. Assinar este documento significa que vocé leu as informacdes deste termo

de consentimento, datou e recebeu uma via de igual teor a do pesquisador.

Nome Data:

Assinatura

Nome da pesquisadora responsavel:
Data:

Assinatura da pesquisadora responsavel:
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Consentimento Livre e Esclarecimento Para Participacao em Projeto

Titulo do projeto: Padrao de resposta celular e humoral ao antigeno hemaglutinina ligante
de heparina (HBHA) de Mjycobacterium leprae como potencial ferramenta para o
diagnostico da hanseniase.

Nome do pesquisador responsavel: Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani

Nome e telefone de contato para duavidas e problemas: Dra. Maria Cristina Vidal
Pessolani. Telefone: 21 2562-1553.

Para esclarecimentos sobre a eticidade do projeto: Comité de ética em pesquisa -
endereco: Av. Brasil 4036, sala 705, campus Expansio - Manguinhos, telefone:
38829011, cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Este estudo tem por finalidade ajudar a entender por que as pessoas adoecem de hanseniase.
Esta doenga € causada pelo Mycobacterium leprae e pode causar lesdes de pele e danos aos
nervos das pessoas. Dessa maneira, sera necessario realizar um conjunto de analises em
pacientes com hanseniase, seus contatos domiciliares, individuos sadios que ndo conhecem
pessoas com hanseniase, pacientes com neuropatias que ndo estejam com hanseniase e
pessoas com tuberculose que é uma doenga causada por uma bactéria parecida com a que
causa a hanseniase, para entendermos o motivo das pessoas adoecerem e também
trabalharmos no desenvolvimento de novas estratégias no controle da hanseniase.

E importante que vocé leia esse documento com bastante atengdo para decidir se aceita
ou ndo participar deste projeto de pesquisa. Se vocé decidir que ndo quer participar dessa
pesquisa, a sua decisdo sera totalmente respeitada. Da mesma forma, se vocé aceitar
participar e a qualquer momento desistir dessa participacdo, a sua assisténcia médica
continuara acontecendo normalmente. O participante ndo tera direito a compensagio
financeira em face de sua participa¢do no presente projeto e também ndo havera despesa
pessoal para o participante em qualquer etapa do estudo. Conforme a Resolugao no. 466/12
do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude (CNS/MS) vocé tem direito a receber
cobertura material para reparagdo de eventual dano decorrente desta pesquisa.

Nos solicitamos que vocé participe do estudo porque vocé é um paciente com
hanseniase. Além do exame clinico ao qual vocé sera submetido, pedimos que vocé nos
forneca até 40 mL de sangue. Uma parte das amostras coletadas sera guardada no
Laboratorio de Microbiologia Celular da FIOCRUZ, sob responsabilidade da Dra. Maria
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Cristina Vidal Pessolani que é a responsavel pelo projeto e pesquisadora responsavel pelo
laboratorio de Microbiologia Celular, podendo ser utilizado em pesquisas futuras de acordo
com a aprovagdo do Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz, institui¢do colaboradora
do presente projeto. A decisdo de nos autorizar a armazenar as suas amostras para pesquisas
futuras € voluntaria. Se vocé decidir ndo armazenar, nds destruiremos suas amostras ao
final do estudo. A qualquer momento vocé podera entrar em contato com os pesquisadores
e pedir que seu sangue ndo seja mais usado para pesquisa; neste caso, todas as suas
amostras identificaveis, que forem encontradas em nosso laboratorio serdo destruidas. O
motivo para que esse material seja armazenado é que os a pesquisa sera feita aos
pouquinhos e ndo tudo de uma vez. Além disso, novas perguntas cientificas surgem entre os
pesquisadores, e novas analises podem ser necessarias com as amostras ja armazenadas
para responder a estas perguntas, quando possivel.

Nio costumamos contatar o participante para divulgar os resultados da nossa pesquisa,
porém se o mesmo assim o desejar, ele podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel para saber detalhes sobre os resultados.

Para maiores detalhes sobre os riscos, inconveniéncias, desconfortos e outras
informagdes pertinentes relativas a sua parti¢do neste projeto, veja a se¢ao seguinte.

Procedimento e métodos usados

Coleta de sangue: Uma pessoa bem treinada neste procedimento fara a puncdo da veia do
seu antebrago. O procedimento toma de 5 a 10 minutos, e é idéntico aqueles usados em
outros exames laboratoriais.

Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles
relacionados com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (rouxiddo) no local.
A quantidade de sangue necessaria para o estudo € muito pequena, e muito provavelmente
ndo causara nenhuma complicacao.

Beneficios: Esse tipo de estudo beneficiara futuramente toda a populagéo, ja que estaremos
investigando o motivo pelo qual as pessoas adoecem de hanseniase e o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes para o controle da doenca que permanece até os dias de hoje
como problema de satde publica.

Confidencialidade: As pessoas que vao coletar o seu sangue e os pesquisadores que estio
coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padrdes profissionais de
confidencialidade. Nas amostras ndo constardo o seu nome, e ninguém (exceto os
pesquisadores envolvidos no estudo) sera capaz de identificar vocé como doador desta
amostra. As informacdes obtidas neste estudo talvez sejam publicadas em jornais
cientificos, mas a sua identidade nio sera revelada.
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Responsabilidade: A comissio de Etica responsabilizara a coordenadora responsavel pelo
estudo por qualquer transtorno que acontega durante o estudo. O médico responsavel
colocou-me a par destas informagdes, estando a disposicdo para responder minhas
perguntas sempre que eu tiver novas duvidas. Também tenho toda liberdade para entrar em
contato com a pesquisadora responsavel: Dra. Maria Cristina Vidal Pessolani.

Marque abaixo as opcdes para armazenamento ou nao das suas amostras para
utilizagcdo em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular.

Aceito participar da pesquisa e armazenar as minhas amostras de sangue para serem
utilizadas em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular

() Sim ( ) Nio
Aceito participar da pesquisa, mas ndo quero armazenar as minhas amostras de sangue para

serem utilizadas em pesquisas futuras do Laboratorio de Microbiologia Celular. Assim que
essa pesquisa terminar, desejo que as minhas amostras de sangue sejam destruidas.

() Sim ( ) Nao

Participacao: Minha participacio neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu sou
livre para me recusar a participar no estudo, ou me retirar em qualquer fase da
pesquisa. Assinar este documento significa que vocé leu as informacdes deste termo

de consentimento, datou e recebeu uma via de igual teor a do pesquisador.

Nome Data:

Assinatura

Nome da pesquisadora responsavel:
Data:

Assinatura da pesquisadora responsavel:
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Consentimento Livre e Esclarecimento
para Participacao em Projeto

Titulo do projeto: Caracterizagao fenotipica e funcional de subpopulagdes leucocitarias em
tecido humano

Nome do Cirurgiao Plastico responsavel: Dr. Marcos Estephan de Oliveira Gobo
Nome do Pesquisador responsavel (Fiocruz): Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Nome e telefone de contato para duvidas e problemas sobre o Projeto: Dr. Marcos
Estephan de Oliveira Gobo. Telefone: (21) 2239-4529 / Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.
Telefone: (21) 2562-1611.

Para esclarecimentos sobre a eticidade do projeto Comité de Etica em Pesquisa -
enderecgo: Av. Brasil, 4036 - sala 705, campus Expans&o - Manguinhos, telefone: (21) 3882-
9011, cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

O presente estudo tem por finalidade realizar um conjunto de analises em células
presentes na pele, com o objetivo de compreendermos melhor as caracteristicas dessas
células de acordo com o histérico de resposta imune de cada individuo frente a diversos
estimulos, e dessa forma contribuir nos estudos e desenvolvimento de métodos diagnoésticos
para doengas agudas e cronicas.

E importante por isso, que voceé leia esse documento com atengdo e calma para decidir
se vocé quer ser incluido no grupo que vai participar desse estudo. Se vocé decidir que ndo
quer participar dessa pesquisa, a sua deciséo sera totalmente respeitada.

Da mesma forma, se vocé aceitar participar e a qualquer momento desistir dessa
participagao, vocé podera entrar em contato com o seu cirurgido plastico (Dr. Marcos Gobo) e
com o responsavel pela Pesquisa na Fiocruz (Dr. Geraldo Pereira) através dos respectivos e-
mails (contato@marcosgobbo.com.br / geraldo@ioc.fiocruz.br) e pedir para retira-lo do estudo.
Os Pesquisadores enviardo um e-mail de ciéncia da sua desisténcia e dardo seguimento aos
procedimentos para retira-lo do estudo.

O participante néo tera direito &8 compensagao financeira em face de sua participagao no
presente projeto. Nao havera também despesa pessoal para o participante em qualquer etapa
do estudo, pois vocé estda sendo chamado para a Pesquisa no dia em que passara pelo
procedimento cirdrgico. Conforme a Resolugdo no. 466/12 do Conselho Nacional de Saude,
Ministério da Saude (CNS/MS) vocé tem direito a receber cobertura material para reparagao de
eventual dano decorrente desta Pesquisa.

rubrica participante | rubrica cirurgido | rubrica pesquisador I
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Nos solicitamos que vocé participe do estudo porque vocé é um individuo saudavel e que

passara por um procedimento cirurgico estético. Como na sua cirurgia plastica geralmente
sobram pedacos de pele que serdo descartados, utilizaremos em nossa pesquisa estas células
da sua pele, que seriam jogadas no lixo hospitalar.
Durante o seu procedimento cirdrgico, ap6s a retirada do excesso de pele pelo cirurgido
plastico de sua confianga, nos coletaremos um pequeno fragmento de pele (desse excesso de
pele) que o cirurgido retirou. Nao sera coletado nada além do que ja era previsto pelo Cirurgiao
Plastico, ficaremos apenas com a pele que sobrar e que teria como destino o lixo hospitalar.
Além da pele, coletaremos uma pequena quantidade de sangue (20ml) com o objetivo de
analisar as diferengas entre o sangue e a pele. Por fim, faremos algumas perguntas simples
para sabermos sobre o seu histérico de infecgdes, ja que estamos avaliando o sistema
imunolégico da pele e essa € uma informagao muito importante para nos.

O fragmento coletado (do excesso de pele retirado durante a cirurgia plastica) sera
transportado para processamento e armazenamento no Laboratdrio de microbiologia Celular da
FIOCRUZ, sob responsabilidade do Dr. Geraldo Pereira, que é o responsavel pelo Projeto e
Pesquisador responsavel pelo Laboratorio de Microbiologia Celular, podendo ser utilizado em
pesquisas futuras de acordo com a aprovagéo do Comité de Etica da Fundag&o Oswaldo Cruz,
que é a instancia que tem por objetivo defender os interesses dos participantes da pesquisa em
sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos. Dessa forma, o comité tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do
projeto, de modo que a pesquisa respeite os principios éticos de protecdo aos direitos
humanos, da dignidade, da autonomia, da ndo maleficéncia, da confidencialidade e da
privacidade. A decisdo de nos autorizar a armazenar suas células para pesquisas futuras €
voluntéria. Se vocé decidir ndo armazenar, nos destruiremos suas amostras ao final do estudo.

A qualquer momento vocé podera entrar em contato com os Pesquisadores
(contato@marcosgobbo.com.br / geraldo@ioc.fiocruz.br) e pedir que suas células ndo sejam
usadas para Pesquisa. Os Pesquisadores enviardo um e-mail de ciéncia da sua desisténcia e
dardo seguimento aos procedimentos para retird-lo do Estudo; neste caso todas as suas
amostras identificaveis, que forem encontradas em nosso Laboratério serdo destruidas. O
motivo para que esse material seja armazenado é que a Pesquisa sera feita aos pouquinhos e
nao tudo de uma vez. Além disso, novas perguntas cientificas surgem entre os Pesquisadores,
que necessitam de material adicional dos proprios pacientes para serem esclarecidas. As
amostras biologicas ja armazenadas serdo utilizadas para responder a estas perguntas,
quando possivel. Apos a leitura deste documento e decisdo de participagdo na pesquisa, sera
necessario que o participante da pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso,
devera rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE —
apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo. Além da sua assinatura, o
pesquisador responsavel também devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo

rubrica participante | rubrica cirurgido | rubrica pesquisador ]
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de Consentimento Livre e Esclarecido,— TCLE — apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo.

Nao costumamos entrar em contato com o participante para divulgar os resultados da
nossa Pesquisa, porém se vocé assim desejar, podera entrar em contato com o Pesquisador
responsavel para saber detalhes sobre os resultados.

Para maiores detalhes sobre os riscos, inconveniéncias, desconfortos e outras informagdes
pertinentes relativas a sua participagao neste projeto, veja a se¢ao seguinte.

Procedimento e Métodos usados:

Coleta de sanque: Serd realizada a coleta de aproximadamente 20ml do seu sangue, pela
Equipe do seu Cirurgido Plastico, através do mesmo acesso venoso utilizado nos
procedimentos para sua anestesia, necessaria para o procedimento cirurgico.

Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles
relacionados com a retirada de sangue e acesso venoso como: dor local e/ou hematoma
(rouxid&o) no local, e inflamagao (muito raramente). A quantidade de sangue necessaria para
o estudo é muito pequena, e muito provavelmente ndo causara nenhuma complicagao.

Fragmentos de pele (retirados do excesso de pele removido durante a sua cirurgia plastica e
que seria descartado): Apos a retirada do excesso de pele que seria descartado no lixo
hospitalar ao término da cirurgia plastica, utilizaremos uma pequena parte que sera
armazenada em nosso Laboratério.

Desconfortos e riscos: O fragmento de pele sera retirado do tecido excedente (sobra), que
necessariamente ja sera removido durante a sua cirurgia plastica e descartado ap6s o término
do ato cirdrgico. Todos os desconfortos e riscos séo inerentes ao procedimento cirirgico no
qual vocé sera submetido. A retirada do fragmento de pele sera realizada no material ja
removido do seu corpo pelo cirurgido plastico e ndo oferece, portanto, qualquer desconforto ou
riscos & sua saude.

Beneficios: Nao ha beneficio direto, porém, as amostras doadas por vocé auxiliardo esse
estudo que beneficiara futuramente toda a populagao, ja que a investigagédo da modulagdo da
resposta imune possui relevancias terapéuticas para o tratamento de doengas infecciosas.

Confidencialidade: Os Profissionais que vado coletar as amostras e os Pesquisadores que
estdo coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padrbes profissionais de
confidencialidade. Nas amostras ndo constardo o seu nome, e ninguém (exceto os
Pesquisadores envolvidos no estudo) serdo capazes de identificar vocé como doador desta
amostra. As informagdes obtidas neste estudo talvez sejam publicadas em jornais cientificos,
mas a sua identidade néo sera revelada.
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Responsabilidade: A Comisséo de Etica responsabilizara o Coordenador responsavel pelo
estudo por qualquer transtomno que aconteca durante o estudo.

O Médico responséavel colocou-me a par destas informacgdes, estando a disposicdo para
responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas duvidas. Também tenho toda
liberdade para entrar em contato com Cirurgido Plastico: Dr. Marcos Gobo e com o
Pesquisador responséavel: Dr. Geraldo Moura Batista Pereira.

Marque abaixo as opgoes para armazenamento ou nao das suas amostras para utilizacao
em pesquisas futuras do Laboratério de Microbiologia Celular.

Aceito participar da pesquisa e armazenar as minhas amostras (sangue e fragmento de pele)
para serem utilizadas em pesquisas futuras do Laboratério de Microbiologia Celular

() Sim () Nao

Aceito participar da pesquisa, mas NAO quero armazenar as minhas amostras (sangue e
fragmento de pele) para serem utilizadas em pesquisas futuras do

Laboratorio de Microbiologia Celular. Assim que essa pesquisa terminar, desejo que as minhas
amostras (sangue e fragmento de pele) sejam destruidas.

() Sim () Néo

Participacdo: Minha participacao neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu sou livre
para me recusar a participar no estudo, ou me retirar em qualquer fase da pesquisa.
(Assinar este documento significa que vocé leu as informagdes deste termo de
consentimento, datou e recebeu uma via de igual teor a do pesquisador.)

Nome Data:

Assinatura

Data:

Assinatura do Cirurgigo Plastico responsavel
Dr. Marcos Estephan de Oliveira Gobo

Data:

Assinatura do Pesquisador responsavel
Dr. Geraldo Moura Batista Pereira
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