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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Interacdo patdgeno-hospedeiro na hanseniase: inducdo da via de IFN tipo | como potencial
mecanismo de sobrevivéncia do Mycobacterium leprae em macréfagos humanos.

RESUMO
Thiago Gomes de Toledo Pinto

A inducdo da via de interferon (IFN) do tipo I (IFN-o ¢ -B) é crucial para uma resposta
protetora contra infecgdes virais. Entretanto, estudos recentes demonstraram que esta classe
de IFNs tem a ativagdo mediada por receptores citoplasmaticos de DNA e regula
negativamente a resposta protetora contra a infeccdo por bactérias intracelulares, com
destaque para o Mycobacterium tuberculosis, criando um nicho favoravel para a replicacdo
micobacteriana. Um estudo anterior do nosso grupo, utilizando uma abordagem de expresséo
génica global por microarranjos, demonstrou que a infeccdo de células de Schwann com
Mycobacterium leprae induz genes ativados por IFN do tipo I, com destaque para 0 gene
OASL, o qual codifica a proteina 2’ 5° oligoadenilato sintetase like. No presente estudo, esses
resultados foram estendidos e validados utilizando o modelo de macréfagos derivados de
célulasTHP-1. Nossos dados demonstram que a OASL foi induzida por M. leprae vivo, mas
ndo M. bovis BCG ou M. leprae morto. Adicionalmente, a transfeccdo de DNA de M. leprae,
mas ndo de RNA, induziu a producdo de OASL. Em nosso modelo, a infec¢do por M. leprae
ndo foi capaz de induzir a producdo de IFN-a, assim como o tratamento CpG ndo induziu
OASL, excluindo assim a sinalizacdo de DNA mediada por TLR9. Além disso, mostramos
evidéncias da permeabilizacdo fagossomal mediada pelo fator de viruléncia micobacteriano
ESAT-6, a qual permite acesso do contetdo do fagossomo ao citoplasma e, consequente,
producdo de IFN-B. O bloqueio farmacologico de TBK1 foi capaz de inibir a producdo de
OASL mediada pela infeccdo com M. leprae, indicando, dessa forma, que a inducéo de IFN-
e seus genes a jusante, como o OASL, ocorre através do eixo de sinalizacdo
STING/TBK1/IRF3. Interessantemente, o silenciamento génico de OASL resultou na reducao
da viabilidade intracelular do M. leprae juntamente com reducédo da liberagdo da quimiocina
CCL2/MCP-1 induzida por M. leprae. Entretanto, a transfeccdo de DNA seguida por infeccdo
com M. bovis BCG foi capaz de reverter o fendtipo avirulento dessa bactéria, aumentado sua
viabilidade intracelular e induzindo altos niveis de CCL2/MCP-1. Dessa maneira, nossos
dados sugerem que a ativacdo da via de IFN tipo | é, de fato, capaz de inibir a reposta
protetora do hospedeiro contra micobactérias, criando um ambiente favoravel para a
sobrevivéncia da micobactéria no ambiente intracelular, representando assim um potencial
alvo para intervenc6es farmacoldgicas e/ou prevencéo.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Host-pathogen interaction in leprosy: induction of type | IFN pathway as a potential
mechanism for survival of Mycobacterium leprae in human macrophages.

ABSTRACT
Thiago Gomes de Toledo Pinto

The induction of interferon pathway (IFN) type | (IFN-o. and-B) is crucial for a protective
response against viral infections. However, emergent research has shown that type | IFNs and
cytoplasmic DNA signaling are negative regulators of the protective response against
infection by intracellular bacteria, such as Mycobacterium tuberculosis, and provide a
favorable niche for mycobacterial replication. Recently, using an approach of global gene
expression by microarray, our group showed that Schwann cells infection with
Mycobacterium leprae induced genes activated by IFN type I, highlighting the OASL gene,
which encodes the 2 '5' oligoadenylate synthetase like protein. In the present work, these
results were extended and validated using the THP-1-derived macrophages model. Our data
demonstrate that OASL and type | IFN pathway was upregulated by M. leprae, but not M.
bovis BCG or dead M. leprae, in macrophage-like THP-1 infected cells. In addition, M. leprae
DNA transfection but not RNA, was able to induce OASL production. In our model, M.
leprae infection was not able to induce IFN-a and OASL was not induced by CpG, therefore
excluding a TLR9 dependent pathway. Furthermore, we show evidence of fagossomal
permeabilization mediated by mycobacterial virulence factor ESAT-6, which enables access
of contents of the phagosome to host cytoplasm and subsequent induction of IFN-B.
Pharmacological blockage of TBK1 was able to inhibit M. leprae-induced OASL mRNA
expression, indicating thereby that the IFN-B induction and its downstream genes, such as
OASL occur through the STING/TBK1/IRF3 pathway. Interestingly, OASL targeted silencing
directly decreased intracellular M. leprae survival and impaired the CCL2/MCP-1 secretion.
Furthermore, M. leprae DNA transfection followed by infection with M. bovis BCG has
reverted the avirulent infection phenotype of this mycobacteria, increasing its intracellular
viability and inducing high levels of CCL2/MCP-1. Together, these results suggest that OASL
plays an important role in the response to mycobacteria and provide a potential
pharmacological target for prevention or intervention.
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1. INTRODUCAO



1.1 - Hanseniase
1.1.1 - Aspectos historicos

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica dermatoldgica e neuroldgica causada
pelo patdgeno Mycobacterium leprae. A historia da hanseniase esta intimamente ligada com a
propria historia da civilizagdo humana. As primeiras referéncias textuais da doenca podem ser
encontradas em papiros egipcios datados de 1500 a.C. e também no Velho e Novo
Testamento da biblia cristd. Entretanto, as evidéncias historicas mais aceitas sobre relatos da
doenca sdo provenientes de textos do sul da Asia (600 a.C.), da Grécia (400 a.C.), da China
(300 a.C.) e da It&lia (100 a.C.). Nesses textos sdo mencionadas auténticas descricGes clinicas
da hanseniase, como por exemplo, perda de sensibilidade, manchas brancas e avermelhadas,
ulceracdes, cegueira, rouquiddo e deformacdes na face (Trautman, 1984; Robbins et al.,
2009). Estudos recentes de gendmica comparativa a partir de diferentes cepas de M. leprae
sugerem que a origem da doenga ocorreu no leste africano, ou préximo ao oriente, e se
dispersou acompanhando as sucessivas migra¢cdes humanas (Figura 1.1). Nos ultimos 500
anos, europeus e norte africanos introduziram a hanseniase no ocidente africano e nas
Ameéricas (Monot et al., 2005).

Migragao
asitdica

Comércio
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s india/Oceania
Europa

B Leste africano/Oriente
B Oeste africano

Figura 1.1: Disseminacdo global da hanseniase demonstrada pelo padrdo de frequéncia das diferentes
cepas de M. leprae. As setas indicam os vetores de dispersdo que correlacionam com as direcBes dos eventos de

migracfes humanas baseadas em estudos antropoldgicos. Adaptado de Pinhasi et al., 2005.



A terminologia lepra teve origem em traduc6es biblicas do hebraico para o grego, a
partir da palavra hebraica tsaraath. Porém, esse termo foi utilizado para designar diferentes
doencas dermatologicas de origens varidveis (revisto por Trautman, 1984). No Brasil, em
1976, o termo lepra foi substituido por hanseniase, em homenagem a Gerhard Hansen, que
descreveu o patogeno causador da doenca. Essa substituicdo foi devido a conotacdo pejorativa
do termo anterior, numa tentativa de amenizar o forte estigma social remetido pela palavra
lepra. Porém, somente em 1995, com a lei federal 1.010/95, foi terminantemente proibida a

utilizacdo do termo lepra.

1.1.2 - Epidemiologia

Atualmente a hanseniase ainda constitui um problema mundial de satde publica. De
acordo com informagdes oficiais de 105 territorios e paises, enviadas & Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) foram registrados 219.075 novos casos (Figura 1.2) e documentada a
prevaléncia de 181.941 casos (Figura 1.3) (OMS, 2012). Cerca de 90% dos novos casos estéo

concentrados em 18 paises, localizados nos continentes africano, asiatico e americano.
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Figura 1.2: Taxas da incidéncia mundial de hanseniase reportadas & OMS, no inicio do ano de 2012,
referentes ao ano anterior. As taxas de novos casos referem-se a cada 100.000 habitantes. Adaptado de OMS,
2012.
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Figura 1.3: Taxas de prevaléncia mundial da hanseniase reportadas a OMS, no inicio do ano de 2012,
referentes ao ano anterior. As taxas de prevaléncia correspondem a cada 10.000 habitantes. Os paises em
destaque representam o Brasil (América do Sul) e o Sudo (Africa). Adaptado de OMS, 2012.

O controle global da hanseniase tem apresentando melhoras significativas, mesmo que
lentamente, devido a campanhas nacionais de combate a doenca na maioria dos paises
endémicos e a implantacdo da poliquimioterapia (PQT) na década de 1980. A endemicidade
da doenca é fortemente correlacionada com o0s baixos niveis de desenvolvimento
socioeconémico. Em 2011, 83% dos novos casos detectados foram concentrados por trés
paises: india (58%), Brasil (16%) e Indonésia (9%). A india e o Brasil vém apresentando um
lento declinio no numero de casos desde 2006 e 2007, respectivamente, enquanto que a
Indoneésia, ap6s um periodo de estabilizacdo do indice de novos casos, apresentou um
aumento deste indice em 2011 (de 17.012 novos casos em 2010 para 20.023 novos casos em
2011) (OMS, 2012) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Evolugéo do niimero de casos de hanseniase detectados no Brasil, India e Indonésia durante o
periodo de 2004 a 2011. Adaptado de OMS, 2012.

Assim como ocorre no mundo, as taxas de incidéncia e prevaléncia da hanseniase no
Brasil acompanham os niveis de desenvolvimento social de cada regido (Figura 1.5). Apesar
da importante reducdo do coeficiente de prevaléncia de hanseniase no Brasil, algumas regides
ainda demandam intensificacdo das acbes para eliminacdo da doenca, justificadas por um
padréo de alta endemicidade. Em 2011, a regido Nordeste apresentou 41% dos novos casos no
Brasil, seguida das regides Norte (20,2%), Sudeste (17,7%), Centro-oeste (16,9%) e Sul (4%).
Nesse mesmo ano, o Brasil apresentou um coeficiente de prevaléncia de 1,54 casos para cada
10.000 habitantes e detectou 33.955 casos novos de hanseniase, correspondendo a um
coeficiente de deteccdo geral de 17,6 para cada 100.000 habitantes. Tem sido verificado
continuo decréscimo no coeficiente de detec¢do da hanseniase, apesar da expansao do nimero
de unidades de saude com pacientes em tratamento. Em 2011, foram registrados 2.420 casos
novos de hanseniase em menores de 15 anos e um coeficiente de deteccdo desse grupo etario
de 5,2 por 100.000 habitantes, em decorréncia de circuitos ativos de transmissdo localizados
nas areas mais endémicas (Ministério da Saude,
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/indi_epidemiologicos_operacionais_hans_br200
0_2011.pdf, 2012). A reducdo de casos em menores de 15 anos € uma das prioridades da
secretaria de vigilancia epidemiolégica do Ministério da Saude, uma vez que a manifestacdo

da doenca nessa faixa etaria indica alta endemicidade e falta de a¢des de intervencéo.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/indi_epidemiologicos_operacionais_hans_br2000_2011.pdf
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/indi_epidemiologicos_operacionais_hans_br2000_2011.pdf
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Figura 1.5: Padrdo de endemia da hanseniase no Brasil baseado nos indicadores epidemiolégicos do
Ministério da Saude, 2012. Parametros para a determinacdo do padrdo de endemia: Hiper: acima de 40
€as0s/100.000 habitantes; Muito alto: 20 a 39 casos/100.000 habitantes; Alto: 10 a 19 casos/100.000 habitantes;
Médio: 2 a 9 casos/100.000 habitantes; Baixo: menos de 2 casos/100.000 habitantes.

1.1.3 - Agente etiologico

O M. leprae foi descrito pelo médico noruegués Gerhard Armauer Hansen em 1873,
sendo a primeira evidéncia convincente da associagdo de um micro-organismo com uma
doenca humana (Hansen, 1874). Células de Schwann nos nervos periféricos e macr6fagos na
pele séo os principais alvos da infeccédo pelo M. leprae. Experimentac6es utilizando modelos
in vitro e in vivo confirmaram o tropismo desse patdgeno por nervos periféricos, onde a
interacdo do M. leprae com a célula de Schwann leva ao dano neural, desmielinizacao e perda
da condutividade axonal (Tapinos et al., 2006). Essa predilecdo do patégeno € capaz de
explicar as lesbes observadas nos pacientes, assim como as deformacgdes, perda de
sensibilidade e atrofias, que se ndo tratadas adequadamente, podem evoluir para

incapacidades fisicas permanentes.

O género Mycobacterium, pertencente a ordem de Actinomycetales e a familia
Mycobacteriaceae, possui mais de 70 espécies, sendo conhecido por suas duas principais
espéecies patogénicas: Mycobacterium tuberculosis e M. leprae. Além desses patdgenos,
outros podem ser citados como oportunistas ao homem, como por exemplo, como o

Mycobacterium avium e o Mycobacterium intracellulare.



O M. leprae é um bacilo gram-positivo, reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8
micra de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de largura. Assim como outras micobactérias, €
considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), pois se cora em vermelho pela fucsina
e € resistente a descoloracdo pela lavagem com solucéo alcool-acida (método Ziehl-Nilsen).
Em cortes histopatoldgicos, os bacilos podem se apresentar de forma isolada ou agrupada,
formando globias (Ress, 1985). Uma das caracteristicas do M. leprae é o seu padréo de alta
infectividade e baixa patogenicidade. A temperatura 6tima de crescimento do M. leprae é
abaixo de 37° C, o que pode explicar a sua predilecdo por areas superficiais do corpo como a

pele e nervos periféricos (Shepard, 1965).

A parede celular micobacteriana possui caracteristicas Unicas, sendo impermeavel a
diversos compostos, uma caracteristica responsavel pela resisténcia a inumeras drogas. O
envoltorio celular do M. leprae é formado, na por¢do mais interna, por uma membrana
plasmatica seguida de uma camada de peptideoglicanos covalentemente ligada a
arabinogalactana. Os acidos micolicos estdo ligados nas porgfes terminais de arabinose da
arabinogalactana. A camada mais externa € composta por lipopolissacarideos livres,
glicolipideos e fosfolipideos. A cépsula possui glicolipideos, onde o mais abundante € o
glicolipideo fendlico I (PGL-I), presente somente em M. leprae, conferindo especificidade
imunoldgica a esse patdgeno (Hunter & Brennan, 1981) (Figura 1.6). Desde sua descoberta,
em 1981, o PGL-I é de extrema importancia para ensaios e desenvolvimento de métodos para
diagndstico precoce de infeccdo (Vissa e Brennan, 2001).
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Figura 1.6: Modelo esquematico do envelope celular do M. leprae. A membrana plasmatica do M. leprae é
envolvida por uma parede celular composta de peptidoglicano ligada covalentemente a araginogalactana. Nesse
arranjo pode ser encontrado componente como lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM). Acidos mic6licos
estdo ligados nas porcdes terminais de arabinose. Na por¢do mais externa do envelope celular é encontrado:
monomicolato trealose (TMM), glicolipideo fendlico 1 (PGL-I), monosideos fosfatidilinositol (PIMs),
dimicocerosato ftiocerol (PDIM) e fosfolipideos (PL). Adaptado de Vissa e Brennan, 2001.

Mesmo apds 139 anos da descricdo do M. leprae ainda ndo ha meios de cultivo in
vitro para essa bactéria, o que representa o maior empecilho para o estudo de sua biologia e de
seus mecanismos de patogénese. O principal motivo para isso €, provavelmente, o processo de
evolucdo redutiva que esse patdgeno sofreu, sendo extremamente dependente de um nicho de
replicacdo especializado (discutido nos proximos paragrafos). Shepard, em 1960, descreveu
sua tentativa de cultivo. Shepard demonstrou que o coxim plantar de camundongos possuli
uma temperatura permissiva (~32° C) ao crescimento de M. leprae. O método consiste em
inocular pequenas quantidades do bacilo (aproximadamente 10* bacilos), provenientes de
biopsias de pele de pacientes lepromatosos, no coxim plantar de camundongos BALB/c
(Shepard, 1960). O M. leprae se multiplica muito lentamente, com tempo de geragdo de
aproximadamente duas semanas. Alguns meses ap6s a inoculagdo, o numero de duplicacGes
do bacilo chega a 6-8, sendo limitada pela resposta imunoldgica do camundongo (Shepard,

1962). Estudos posteriores demonstraram que a susceptibilidade aumentada de camundongos
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BALB/c, quando comparados a outras cepas isogénicas como o C57BL/6, esta relacionada a
uma mutacdo ndo sinbnima no gene Nramp, induzindo uma regulacdo negativa de vias
importantes da resposta imune inata responsavel por controlar a replicacdo do M. leprae em

camundongos (Vidal et al., 1993).

Outro modelo animal utilizado para o cultivo de M. leprae é o tatu de nove bandas
(Dasypus novemcinctus). Kirchheimer e Storrs (1971) documentaram a ocorréncia de tatus
naturalmente infectados. Esses animais manifestam uma infec¢do disseminada com caréater
patoldgico semelhante ao encontrado em tecidos e nervos de individuos com hanseniase. Por
esse motivo, o tatu de nove bandas passou a ser considerado um modelo experimental
proveitoso para o entendimento dos mecanismos de dano neural causado pelo M. leprae,
assim como alvo de testes para intervencdes terapéuticas (Sharma et al., 2013). Além disso, 0
conhecimento adquirido sobre a patogénese e prevencdo do dano neural pode ser transpassado
para o estudo de outras doencas neurodegenerativas. Apesar de se conhecer a susceptibilidade
do tatu de nove bandas ao M. leprae, ainda ndo é sabido como eles se infectam. Estudos
recentes, comparando o genoma de isolados de M. leprae de pacientes hansenianos e tatus
naturalmente infectados, sugerem que o M. leprae pode ser transmitido entre homens e tatus

selvagens no sul dos Estados Unidos (Truman et al., 2011).

Atualmente o modelo de infec¢do experimental em camundongos atimicos (nude) é o
método que permite adquirir uma grande quantidade de bacilos viaveis para fins
experimentais como, por exemplo, estudos de interacdo patdgeno-hospedeiro. Por
apresentarem um alto grau de imunodeficiéncia, esses animais sdo extremamente susceptiveis
a infeccdo por M. leprae. Cerca de 2 x 10 bacilos sdo inoculados no coxim plantar de
camundongos nude, permitindo a obtencdo de 10%° bacilos em um periodo de 6 meses
(Truman e Krahenbuhl., 2001; Lahiri et al., 2005).

Analises do genoma do M. leprae, publicado por Cole e colaboradores em 2001, tém
fornecido pistas para explicar a dificuldade do cultivo in vitro do patdégeno, ou até mesmo
sugerir a impossibilidade de se cultivar o M. leprae em meios axénicos. O genoma completo
do M. leprae possui 3,27 megabases (Mb) e um contetdo médio G+C de 57%. Esses valores
sd0 muito menores do que os encontrados no genoma do M. tuberculosis (Cole et al., 1998),
que contém 4,41 Mb, 65,6% G+C e aproximadamente 4000 genes codificantes (Tabela 1).
Além disso, o0 genoma do M. leprae possui caracteristicas peculiares, como o baixo nimero de
genes codificantes (somente 49,5% do genoma), o elevado nimero de pseudogenes (27%) e

regides ndo codificantes (23,5%), além da inser¢do de sequéncias repetitivas (Cole et al.,



2001). A comparacdo do genoma do M. leprae com o de outras micobactérias demonstra que
esse patdgeno passou por um processo de evolucdo redutiva, com uma possivel perda de mais
de 2000 genes. Esse processo € documentado em outros parasitas intracelulares obrigatérios,
como Rickettsia e Chlamydia spp., em organismos endossimbiontes, e em Mycobacterium
ulcerans (Stinear, et al., 2007), onde determinados genes se tornam inativos, uma vez que

certas fungBes ndo sdo mais necessarias em nichos altamente especializados.

Tabela 1.1: Comparacao das caracteristicas dos genomas de M. leprae e M. tuberculosis (adaptado de
Cole, 2001).

Caracteristicas M. leprae M. tuberculosis
Tamanho (pb) 3.268.203 4.411.532
Proteinas codificadas (%) 49,5 90,8
Genes codificantes(no.) 1.604 3.959
Pseudogenes (no.) 1.116 6
Conteudo G+C (%) 57,79 65,61

Todos os processos fisioldgicos e bioquimicos desempenhados pelo M. leprae sdo
considerados reduzidos quando comparado a outras micobactérias, e alguns processos
desapareceram completamente (Cole et al., 2001). Apesar de todas as principais vias
anabdlicas estarem relativamente intactas, pode se observar, por exemplo, uma grande perda
do repertorio genético responsavel pelo processo de lipdlise, a principal rota usada por
micobactérias intracelulares para a obtencdo de energia a partir da degradacdo de acidos
graxos e lipideos da célula hospedeira. Do mesmo modo, certas vias centrais do metabolismo
energético do M. leprae foram perdidas, tendo implica¢des negativas no uso de fontes comum
de carbono, como acetato e galactose, além da deficiéncia de se gerar ATP a partir da
oxidagéo de NADH (Singh e Cole, 2011).

Diversos estudos tém buscado avaliar o perfil de expressdo génica do M. leprae.
Suzuki e colaboradores (2006) mostraram que, ao contrario do que foi inicialmente proposto,
0s pseudogenes do patdégeno sdo altamente expressos durante a infeccdo de macréfagos,
sugerindo que eles podem ter um papel funcional no curso da infeccdo e contribuir para o

sucesso do parasitismo intracelular e replicacdo. Interessantemente, outro estudo demonstrou
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que os transcritos totais do M. leprae sdo resultantes de genes codificantes (50%),
pseudogenes (25%) e de regides ndo codificantes (25%), reforcando a hipdtese que essas
regibes gendmicas podem desempenhar um importante papel na regulacdo da expressdo
génica (Akama et al.., 2009). Williams e colaboradores buscaram avaliar o potencial de
transcricdo e traducdo dos pseudogenes do M. leprae. Curiosamente, esse trabalho revelou
que embora os pseudogenes sejam transcritos, diversos mecanismos de regulacdo pos-
transcricionais silenciam sua traducdo. Dentre esses mecanismos podem ser citados a falta de
codons de iniciacdo da traducdo e de sequencias Shine-Dalgarno (Williams et al., 2009). Por
fim, o melhor entendimento sobre 0 genoma e a expressao génica do M. leprae contribui ndo
sO para a compreensdo da fisiologia do patégeno, mas significa um importante caminho para o
desenvolvimento de testes moleculares, ou baseados em imunodiagndstico, vacinas e para o

entendimento da relacdo patdégeno-hospedeiro.

1.1.4 - Transmissao

Talvez uma das maiores incertezas sobre a hanseniase seja 0 seu modo de transmissao,
se fazendo necessarios estudos comprobatdrios sobre a dindmica da transmissdo da doenca.
Acredita-se que a propagacdo da doenca ocorra pelo contato direto entre pessoas. O trato
respiratério superior é considerado a principal porta de entrada e saida do M. leprae
(Patrocinio et al., 2005) e individuos com a doenga ativa, em particular pacientes

multibacilares, sdo considerados a principal fonte de infeccdo (Job et al., 2005).

Sabe-se também que individuos com infec¢bes subclinicas possuem um papel
importante na dindmica de transmissdo do M. leprae (Hatta et al., 1995; Beyene et al., 2003).
Dessa forma, o contato prolongado com pacientes € um fator determinante e de grande
importancia para a transmissdo do patdégeno. Logo, individuos que residem no mesmo local
que pacientes (contatos domiciliares) possuem um risco elevado de contrair a doenca (Van
Beers et al., 1999). Um tipo especial de contato é entre parceiros conjugais. Estes costumam
compartilhar a mesma cama, além de um contato intimo e prolongado, permitindo a
transferéncia de organismos entre os parceiros. Como um individuo multibacilar libera
diariamente milhdes de bacilos, particularmente por suas vias aéreas superiores, seu parceiro
pode ficar exposto a uma maior carga bacilar quando comparado com outros membros da
familia que ndo compartilham um contato intimo. Entretanto, a taxa de transmisséo da doenca
entre parceiros conjugais € menor do que a taxa determinada para as outras pessoas que vivem
na mesma residéncia. Isso pode ser explicado pelo “background” genético dos parceiros. Em
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sua maioria, individuos casados ndo s@o geneticamente relacionados, ao contrario de outros
membros familiares, como filhos e pais. Por outro lado, casamento entre parceiros

consanguineos aumenta a chance de infeccéo entre os mesmos (Joyce, 2012).

Recentemente um estudo buscou detectar material genético do patégeno em raspados
bucais de pacientes hansenianos e contatos dos mesmos na tentativa de determinar o
envolvimento da mucosa oral na transmissdo da doenca. Interessantemente, quando o0s
pacientes foram estratificados segundo a fonte de coleta da amostra (raspados nasal, bucal, ou
ambos) aqueles considerados paucibacilares apresentaram uma maior frequéncia de DNA de
M. leprae em swabs bucais, enquanto aqueles considerados multibacilares a deteccdo do DNA
do bacilo foi mais frequente em swabs nasais. Essa foi a primeira evidéncia que a mucosa
oral, principalmente em individuos paucibacilares, pode ter uma importante implicacdo para a
transmisséo do bacilo. Entre os contatos domiciliares analisados no estudo, aproximadamente
7% apresentaram positividade para a deteccdo do DNA de M. leprae. Isso reforca a evidéncia
que contatos domiciliares podem ser carreadores do bacilo e representar uma segunda fonte

ativa de transmisséo, contribuindo para a disseminacgao da hanseniase (Martinez et al., 2010).

Acreditava-se que o ser humano era o Unico hospedeiro natural do M. leprae. Porém
desde a década de 1970 ja foram descritas ocorréncias de tatus naturalmente infectados no
Estado de Louisiana, nos Estados Unidos da América (Kirchheimer & Storrs, 1971).
Recentemente, foi demonstrado por comparacGes gendmicas que o M. leprae isolado de
pacientes hansenianos naturais deste mesmo local e o que ocorrem naturalmente em tatus
desta regido possuem sequéncias gendmicas idénticas, sendo considerada uma Unica cepa
responsavel pelas infeccdes nos dois hospedeiros. Os resultados deste trabalho implicam
fortemente os tatus como fonte de infecgdo, sugerindo que a hanseniase seria uma zoonose

nesta regido (Truman et al., 2011).

Embora o M. leprae seja um patdgeno intracelular obrigatério, alguns estudos
buscaram identificar a presenca do patdgeno em reservatorios “ndo-humanos”, como por
exemplo amostras ambientais (Desikan, 1977; Desikan & Sreevasta, 1995). Matsuoka e
colaboradores relataram a presenca de DNA de M. leprae em amostras de 4gua de locais com
altos indices de prevaléncia de hanseniase na Indonésia (Matsuoka et al., 1999). Outro estudo,
também utilizando uma abordagem molecular, identificou material genético do patdgeno em
amostras de solo em areas endémicas na india (Lavania et al., 2008). Entretanto, ainda se faz
necessario melhores estudos para compreender a relevancia do ambiente e outros

reservatorios na dindmica de transmissdo da hanseniase.
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1.1.5 - Diagnéstico

O diagnostico da hanseniase é primariamente clinico e laboratorial. Na auséncia de
recursos laboratoriais, o diagnostico passa a ser essencialmente clinico, baseando-se em sinais
e sintomatologia, exames da pele e nervos periféricos e na historia epidemioldgica. Os
principais sinais cardinais da doenca sdo lesGes cutaneas, espessamento dos nervos e

anestesia.

Em certos casos se faz necessario o uso de ferramentas complementares, como exames
baciloscdpicos e histopatologicos, para auxiliar a confirmagdo do diagnostico. Devido a sua
facil execucgdo e baixo custo, 0 exame baciloscopico de esfregagos cutdneos (linfa de 16bulos
auriculares, cotovelos e lesdes) é considerado o exame complementar de maior utilidade no
diagnostico. Esse exame consiste na contagem de bacilos em microscopio éptico apds a
coloragdo do esfregaco pelo método de Ziehl-Nilsen. Para os exames histopatoldgicos séo
utilizadas bidpsias cutdneas ou do ramo sensitivo dos nervos periféricos. Nesse caso, 0S
bacilos presentes nas biopsias podem ser detectados através da coloracdo pelo método de
Wade (Cocito e Delville, 1985).

O PGL-I, um glicolipideo presente em abundancia no envoltério do M. leprae, é um
antigeno especifico do patdgeno que pode ser facilmente encontrado nos tecidos infectados,
sendo responsavel por desencadear uma resposta imune humoral precoce. Devido a essa
especificidade imunoldgica, foi possivel desenvolver imunoensaios, principalmente utilizando
a técnica de ELISA, capazes de detectar anticorpos contra o antigeno PGL-I, no qual os niveis
de producdo do IgM anti-PGL-I indicam exposicdo ao M. leprae e correlaciona-se com a
baciloscopia. Dessa forma, esse ensaio pode contribuir para avaliar o nivel de exposicdo dos
contatos, auxiliar na classificacdo dos pacientes, e por fim no monitoramento da eficécia do
tratamento (revisto por Moura et al., 2008). Ainda nesse contexto, Buhrer-Sékula e
colaboradores desenvolveram um teste para deteccdo de PGL-l, chamado ML-Flow, em
apenas 10 minutos. A correlacdo entre esse teste e a técnica de ELISA mostrou alta
sensibilidade na classificagdo de pacientes com a forma severa da doenca (97,4%) e alta

especificidade em comparacdo com grupos controle (90,2%) (Blhrer-Sékula et al., 2003).

Um dos maiores avangos no diagnostico laboratorial da hanseniase foi o
desenvolvimento de ensaios moleculares para a deteccdo do bacilo, principalmente baseados
na técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A alta especificidade e sensibilidade
dessa técnica permite sua utilizacdo a partir de uma variedade de amostras clinicas, tais como
linfa, sangue, secrecdo nasal e biopsias. A identificacdo molecular do M. leprae consiste na
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amplificacdo de regides especificas do DNA do bacilo. Para isso, diferentes genes-alvo do
patdgeno tém sido utilizados e comparados, tais como o elemento repetitivo RLEP, Ag85B e o
16S RNA ribossomal (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2009; Martinez et al., 2011).
Com isso, a deteccdo molecular do bacilo é uma valiosa ferramenta para auxiliar casos de
dificil diagnostico, como por exemplo, a forma neural pura (PNL) da doenca, uma vez que
esta se manifesta sem a presenca de lesGes na pele. Outra aplicacdo importante da técnica de
PCR ¢ a determinacdo da viabilidade do M. leprae em amostras biologicas (Martinez et al.,
2009).

1.1.6 - Classificacao

A infecgdo causada pelo M. leprae pode apresentar um longo periodo de laténcia até a
manisfestacdo da doenca, e 0 tempo médio de incubacdo pode variar de quatro até trinta anos
(Noordeen, 1994).

A hanseniase apresenta um amplo espectro clinico e imunolégico. Na década de 1960,
Ridley e Jopling propuseram, principalmente para fins cientificos, uma classificacdo baseada
nos aspectos clinico-evolutivos, imunoldgicos, baciloscopicos e histoldgicos (Ridley e
Jopling, 1966). O principio dessa classificacdo € fundamentado na resposta imune do
hospedeiro ao M. leprae, que é medida pela reacdo cutanea a lepromina (teste de Mitsuda), e
na avaliacdo histopatoldgica e bacterioldgica. Assim como proposto inicialmente por Rabello
e colaboradores (Rabello et al., 1938), a classificacdo de Ridley & Jopling manteve o conceito
de polaridade. De acordo com esta classificacdo, a hanseniase apresenta dois polos opostos e
trés formas intermediarias (Figura 1.7). Com isso, em um dos polos, denominado de
hanseniase Tubercul6ide (TT), encontram-se individuos resistentes, com lesdes localizadas e
bem demarcadas, raramente positivos para exames bacterioldgicos, exibindo uma robusta
resposta imune celular (tipo Thl) e reacdo positiva a lepromina. No polo oposto, denominado
de hanseniase Lepromatosa (LL), encontram-se aqueles que exibem uma forma disseminada,
com multiplas lesdes altamente baciliferas, devido a ineficiente resposta imune celular e
predominio da resposta imune humoral (tipo Th2), e reacdo negativa a lepromina. As formas
clinicas intermediarias, denominadas “borderline” (BT, BB ¢ BL), sdo definidas de acordo
com suas respectivas proximidades ao polo resistente ou ao polo susceptivel. A maior parte
dos individuos expostos ao M. leprae ndo desenvolve a doenga. A forma indeterminada (I) foi
proposta como um estagio inicial e transitorio que posteriormente pode evoluir para umas das
cinco formas clinicamente estaveis (Jopling e Mc Dougall, 1988).
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Figura 1.7: Formas clinicas da hanseniase. Esquema demonstra o perfil espectral da doenga.
Representacdo baseada na classificacdo de Ridley e Jopling, 1966: TT (tuberculéide), BT (“borderline”
tuberculoide), BB (“borderline borderline), BL (“borderline” lepromatosa), LL (lepromatosa). Estdo incluidos
aspectos da resposta imune do paciente e os episodios reacionais, denominados RR (reacdo reversa) e ENH
(eritema nodoso hansénico), os quais acometem principalmente individuos das formas clinicas indicadas para

cada tipo de episodio reacional.

A classificacdo de Ridley & Jopling mostra uma significativa concordancia entre as
caracteristicas clinicas, imunoldgicas e patologicas, e suas subdivisdes possuem correlacdo
direta com o numero de bacilos detectados nas lesdes, o qual é geralmente expresso como

uma escala logaritmica que varia de 0 a 6+ (indice baciloscépico, I1B).

Independente das formas clinicas apresentadas existe, ainda, uma denominagdo
especifica designada como forma neural pura (PNL), para casos que apresentam uma
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neuropatia periférica isolada, caracterizada por disfuncdo motora, sensoriais ou ambas. Para o
diagndstico deste tipo de manifestacdo clinica se faz necessario a utilizacdo de bidpsias de

nervo periférico, uma vez que esta forma da doenca ndo apresenta lesGes cutaneas.

1.1.7 - Tratamento

Com a implantacdo de uma consistente classificacdo das formas clinicas da doenca foi
possivel buscar melhores estratégias para determinar a intensidade do tratamento proferido
aos pacientes. Em 1982, a OMS adotou o uso de dois esquemas diferenciados de terapia
multidroga. Para isso, dois grandes grupos de pacientes foram definidos: multibacilares (MB)
e paucibacilares (PB). Dessa forma, pacientes com baciloscopia positiva (geralmente aqueles
pertencentes aos grupos BB, BL e LL) foram definidos como MB, enquanto que pacientes
com baciloscopia negativa (geralmente TT e BT) foram incluidos no grupo PB (OMS, 1982).
Outro esquema de classificacdo foi proposto baseando-se exclusivamente no numero de
lesBes, visando uma rapida identificacdo de pacientes por profissionais de saide com pouco
treinamento. Assim, individuos com 1-5 lesbes recebem a classificacdo de PB, enquanto

aqueles com mais de cinco lesdes sdo considerados MB.

O tratamento da hanseniase, indicado pelo Ministério da Saude, é a poliquimioterapia
(PQT) padronizada pela OMS, devendo ser realizado nas unidades de satde. A PQT constitui
a administracdo associada dos seguintes medicamentos: rifampicina, dapsona e clofazimina.
Essa associacdo evita a resisténcia medicamentosa do bacilo, que ocorre quando se utiliza
apenas um medicamento. A administracdo ocorre através de um esquema-padrdo, de acordo
com a classificacdo operacional do paciente em PB ou MB. Para pacientes PB a duracdo do

tratamento € de seis meses, enquanto que para pacientes MB a duracéo é de um ano.

O tratamento do paciente com hanseniase é fundamental para bloquear a fonte de
infeccdo interrompendo a cadeia de transmissdo da doenca, sendo, portanto estratégico no
controle da endemia e eliminacdo da hanseniase como problema de salde publica.

1.1.8 - Episodios reacionais

Ao longo do curso da hanseniase, e em maior frequéncia apos o inicio da PQT, cerca
de metade dos pacientes desenvolvem os chamados episodios reacionais. Estes se
caracterizam por uma exacerbacdo do quadro clinico de forma subita e aguda, com
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surgimento de novas lesdes na pele, reativacdo de lesbes antigas, agravamento dos sintomas
neuroldgicos (Jopling, 1970). Existem dois tipos de reacdes bem definidos: a reacdo reversa
(RR) e o eritema nodoso hansénico (ENH). A maior parte da morbidade relacionada a
hanseniase resulta dos episodios reacionais, representando predominantemente causa do dano
neural, levando a incapacidades e deformidades fisicas. A causa dessas subitas alteracdes é
devido a oscilagGes da resposta imune do hospedeiro ao M. leprae. Porém, ainda se faz
necessario maiores estudos para compreender a patogénese dessas alteracGes e determinar
quais pacientes possuem risco de desenvolver um episddio reacional (Sehgal et al., 1988; Rea
etal., 1991).

A RR € causada por um aumento subito da resposta imune celular ao M. leprae,
gerando uma resposta inflamatéria que é extremamente danosa ao tecido afetado. Esse tipo de
reagdo ¢ mais comum em pacientes classificados como “borderline” (BT, BB e BL) (Nery et
al., 1998). O tratamento da RR € realizado por meio do corticoide sintético prednisona, com o

objetivo de reduzir a reacdo inflamatoria.

O ENH € um processo imunopatoldgico de carater desconhecido que ocorre em
pacientes com a forma multibacilar da doenca. Essa reacdo € caracterizada pelo
desenvolvimento de agregados de nddulos inflamat6rios na pele. Em casos mais graves esses
nddulos podem sofrer ulceracdo, além do paciente apresentar sintomas sistémicos como febre
e anorexia, e sintomas especificos como neurite. Histologicamente os nodulos sao
caracterizados por um infiltrado misto de neutrofilos e células mononucleares. A talidomida é
a droga de escolha para o tratamento do ENH devido ao seu potente efeito imunomodulador,
apesar de seu mecanismo de agéo ainda ser desconhecido (Haslett et al., 2005).

Recentemente tem sido investigado o papel de coinfec¢des nas reacdes da hanseniase.
Uma vez que ambos os tipos de episddios reacionais possuem uma exacerbacdo da resposta
inflamatdria, é possivel que essas reacdes possam estar relacionadas com outros processos
infecciosos, como infec¢des virais sistémicas, infeccdes no trato urindrio ou ainda por
infeccOes orais. Logo, essas coinfec¢des podem disparar inimeros mediadores inflamatorios e

contribuir para o desenvolvimento dos episodios reacionais (revisto por Motta et al., 2012).

1.1.9 - Prevencéo

A cepa vacinal BCG foi desenvolvida no século XX como resultado da atenuagéo da
cepa virulenta Mycobacterium bovis, bactéria causadora da tuberculose bovina. A vacina
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BCG foi inicialmente desenvolvida para conferir protecdo contra a tuberculose, porém, desde
1939, tem sido sugerido que a imunizacdo por BCG possa ter um papel protetor também
contra a hanseniase. Fernandez foi o primeiro pesquisador a demonstrar inducdo positiva do
teste de Mitsuda apds vacinacdo por BCG (Fernandez, 1939). Posteriormente, diferentes
grupos de pesquisa confirmaram essa hipdtese (Convit e Rassi, 1954; Shepard, 1966), o que
levou a diversos estudos avaliar a eficacia da vacina BCG no contexto de prote¢do contra a
hanseniase. Entretanto, a taxa de protecdo observada nesses estudos foi altamente variavel
(~20-90%) (Setia, 2006). As razdes da alta variacdo das taxas de protecdo ainda ndo sdo bem
esclarecidas, porém alguns fatores que contribuem para tal podem ser citados: cepa vacinal
utilizada, dose e agenda de vacinacdo, caracteristicas genéticas e fisioldgicas da populacdo
estudada, micobactérias ambientais. Além disso, outras questdes sobre a vacina BCG e
hanseniase, assim como na tuberculose, ainda permanecem inconclusivas, tais como, duracéo
da imunidade protetora conferida pela vacinacéo, a eficacia de protecdo em diferentes formas

da doenca e a influéncia da idade no papel protetor da vacina (Merle, 2010).

No Brasil, recomenda-se a revacinagdo por BCG em contatos intradomiciliares de
pacientes com hanseniase que ndo apresentem sinais e sintomas da doenca no momento da
avaliacdo, independentemente de serem contatos de pacientes classificados como PB ou MB
(Cunha et al., 2004). Com isso, foi demonstrado que a administracdo da vacina BCG
subsequente ao diagnostico de um caso de hanseniase multibacilar é extremamente eficaz na
reducdo do risco de doenca entre os familiares e outros contatos proximos a esses pacientes
com hanseniase (Duppre et al., 2008). De fato, 0 monitoramento dos contatos domiciliares,
em busca de diagnostico precoce desses individuos ainda em estagios iniciais da hanseniase, é

determinante para a prevencéo e dimuigéo da severidade da doenca (Hacker et al., 2012).

1.1.10 - Resposta imune na hanseniase

Historicamente a hanseniase tem sido considerada um modelo de estudo da regulacédo
da resposta imune a infecgdes. Isso € devido ao seu amplo espectro clinico, onde as
manifestacdes clinicas sdo correlacionadas com o tipo de resposta imune ao patdgeno,
proporcionando assim uma oportunidade Unica para o estudo e entendimento de padrbes de

resisténcia versus susceptibilidade a micobactérias ou outros patégenos intracelulares®.

' Nesse contexto, diversas estratégias tém sido utilizadas para identificar novos genes/vias associados com a
hanseniase, como por exemplo, estudos do tipo caso-controle, desenho baseado em familias e abordagens em
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1.1.10.1 - Resposta imune inata

As células mediadoras da resposta imune inata, conhecidas como fagdcitos, sao
prontamente capazes de interagir, reconhecer e, eventualmente, fagocitar inespecificamente
tanto células préprias quanto patdgenos. Muitas dessas interacdes sdo mediadas por receptores
de reconhecimento padrdo (PRRS) capazes de reconhecer estruturas moleculares comuns
associadas a patdégenos (PAMPSs), normalmente componentes os quais sao compartilhados

entre grupos de micro-organismos.

Estudos de interacdo patdgeno-hospedeiro utilizando M. tuberculosis e outras
micobactérias foram cruciais para o entendimento dos receptores que intercedem a resposta a
micobactérias. Macrdfagos representam uma das células hospedeiras mais abundantes a entrar
em contato com micobactérias. As primeiras interacdes do M. leprae com a célula hospedeira
envolve PRRs como receptores do tipo Toll (TLR) e NOD2 e a fagocitose do bacilo é
mediada pelos receptores de complemento CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18) e CR4
(CD11c/CD18) (Schlesinger et al., 1991) e pelo receptor de manose (MR). Mais recentemente
foi demonstrado que a infeccdo por M. leprae aumenta a expressao do gangliosidio GD3, o
qual foi demonstrado participar da adesdo e internalizacdo do patégeno (Ribeiro-Resende et
al., 2010).

Ja é bem conhecido que lipoproteinas microbianas sdo capazes de ativar respostas
imunolégicas do hospedeiro via TLR2 (Aliprantis et al., 1999). Estudos demonstraram que a
ativacdo do heterodimero TLR2/1 é responsavel por mediar mecanismos que contribuem para
a eliminacéo do M. leprae. Peptideos sintéticos, representando lipoproteinas do M. leprae (19
kDa e 33 kDa), foram capazes de induzir uma robusta ativagdo de mondcitos e celulas
dendriticas (Krutzik et al., 2003). Consequentemente, a ativacdo de TLR2/1 pelos peptideos

do patdgeno levou a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF e IL-12, as quais

larga escala de expressdo génica e estudos de associag@o do tipo ‘genome-wide’. Nas ultimas décadas ficou clara
associacdo de genes chaves na resposta imune inata e adaptativa com a susceptibilidade e resisténcia a
hanseniase. Ainda, variagdes conhecidas como polimorfismos de base Unica (SNP) em diferentes regides desses
genes (regides promotoras, codificantes ou nao) tem influéncia direta em diversos desfechos (fendétipos),
contribuindo para a alteracdo de niveis de expressdo génica, atividades enzimaticas ou até mesmo em padrdes de
conformacéo proteica. Isso € capaz de explicar a variedade de reposta dos hospedeiros frente a infeccdo (Cardoso
etal., 2011).
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participam da formacdo de uma resposta adaptativa do tipo Thl. Adicionalmente foi
demonstrado que a expressdo de TLR2 e TLR1 € elevada em biopsias de pacientes
hansenianos do pdlo TT quando comparado com o pélo LL (Krutzik et al., 2003). Isso refor¢a
a hipdtese de que a regulacédo da expresséo e ativacdo de TLRs é essencial para a composicdo
de uma resposta imune eficiente para a eliminacdo de patdgenos. Em contrapartida, tém sido
demonstrados alguns mecanismos capazes de regular a reposta induzida por TLR. A produgéo
de IL-4 é capaz regular negativamente a expressdo de TLR2/1, além de inibir a producgéo de
citocinas induzidas pela ativacdo desse heterodimero. Apesar de ndo alterar a expressao de
TLR2/1, a citocina IL-10 também contribui em inibir a liberacdo de citocinas induzidas pela
ativacéo de TLR2/1 (Krutzik et al., 2003)%. Outros TLRs também s&o cruciais para se iniciar
uma resposta protetora contra a infeccdo micobacteriana. O receptor TLR4 medeia essa
resposta através de proteinas micobacterianas de choque térmico (Means et al., 1999),
enquanto que TLR9 é responsavel pelo reconhecimento de CpG bacteriano, participando

também na resposta anti-micobacteriana (Bafica et al., 2005).

O receptor NOD2 esta presente no citoplasma e é responsdvel por reconhecer
peptideoglicanos, incluindo derivados de micobactérias, onde o principal ligante conhecido é
o muramil dipeptideo (MDP) (Giardin et al., 2003). O reconhecimento de MDP por NOD2 ¢
capaz de ativar o fator transcricional NF-kB, através da molécula adaptadora RIP2, e iniciar a
producdo de mediadores pré-inflamatérios. Adicionalmente, o MDP pode ativar
inflamassomas, através do recrutamento de caspase-1, a qual é responsavel pela clivagem e
ativacdo de IL-1B (Delbridge et al., 2007). Cooney e colaboradores demonstraram que a
ativacdo de NOD2 induz autofagia em células dendriticas e é responsavel por mediar o
processamento e apresentacao de antigenos (Cooney et al., 2010). Além disso, a diferenciacdo
de células dendriticas através da producdo de 1L-32 é dependente da ativacdo de NOD2 e
contribui como um mecanismo de defesa contra infeccGes. Ainda, mondécitos de pacientes do
polo LL ndo respondem ao estimulo de NOD2, o que consequentemente afeta a producdo de
IL-32 e diferenciacdo de células dendriticas. Essa alteracdo na resposta a NOD2 foi associada

com os altos niveis de IL-10 presente nas leses de pacientes LL (Schenk et al., 2012). Por

% VariagBes em genes responsaveis pela adesao e entrada da micobactéria na célula, como TLRs, S&0 cruciais na
determinac&o da resisténcia natural do hospedeiro, simplesmente pela modulacdo das taxas de entrada do bacilo
na célula hospedeira (Cardoso et al., 2011). Por exemplo, um SNP frequente no gene TLR1 (alelo 602S),
relacionado com uma reduzida ativagdo e funcionalidade do receptor, parece ter um papel protetor na hanseniase
(Johnson et al., 2007). Recentemente nosso grupo reportou, através de uma abordagem do tipo caso-controle,
que 0 SNP 248S em TLR1 esta associado com susceptibilidade a hanseniase (de Sales Marques et al., 2013).
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fim, camundongos com deficiéncia no receptor NOD2® sdo mais susceptiveis & infeccdo por
M. tuberculosis (Gandotra et al., 2007).

Um dos mecanismos microbicida chave, em mondcitos humanos, induzido pela
ativacdo de TLR2/1, envolve: 1) a indugdo da enzima CYP27bl, a qual é responséavel por
converter a forma 25-hidroxivitamina D para sua forma biologicamente ativa, 1,25-
hidroxivitamina; 2) Regulacdo positiva do receptor de vitamina D (VDR); e 3) inducdo de
catelecidina, um importante peptideo microbicida (Wang et al., 2004; Liu et al., 2006; Liu et
al; 2007; Martineau et al., 2007). Importantemente, tanto a regulacdo positiva de CYP27b1
qguanto de VDR ocorre de forma dependente da citocina IL-15 (Krutzik et al., 2005). Ao
mesmo tempo, a ativacdo de VDR, juntamente com a producdo de IL-1p, é capaz de induzir
DEFB4, outro peptideo necessario para a atividade microbicida da célula hospedeira (Liu et
al., 2009). Recentemente, um estudo de expressdo génica em larga escala de microRNAs
(miRNA) identificou 13 desses diferencialmente expressos em lesdes de pacientes LL quando
comparado com pacientes TT. O miRNA-21, considerado o mais diferencialmente expresso
em lesbes LL, também foi regulado positivamente em infec¢gdes de mondcitos humanos com
M. leprae vivo. Adicionalmente, a inducdo do miRNA-21 pelo M. leprae levou a inibi¢do da
expressao de importantes genes da via microbicida dependente de vitamina D, demonstrando
gue a inducdo desse miRNA é um dos mecanismos que o0 patdgeno utiliza para evadir a

resposta microbicida (Liu et al., 2012).

Macrofagos sdo fagdcitos altamente heterogéneos e podem ser classificados segundo
sua polarizacdo: M¢-1 ou M¢-2. A dicotomia e heterogeneidade dessas células tém sido alvos
de diversos estudos, sendo de grande relevancia no entendimento das vias pro- e anti-
inflamatdrias e da interacdo patdgeno-hospedeiro. Essa polarizacdo ocorre em resposta a
citocinas e/ou produtos microbianos. Dessa forma, o perfil M¢-1 é classicamente induzido por
citocinas como IFN-y, TNF ¢ GM-CSF ou ainda por estimulos microbianos, como o
lipopolissacarideo (LPS). Por outro lado, tem sido demonstrado que IL-4 e IL-13, além de

inibirem a ativacdo de M¢-1, sdo capazes de induzir a polarizacdo para M¢-2 (revisto por

? Recentemente um estudo de associacao do tipo ‘genome-wide’ contribuiu significativamente na identificagdo
de polimorfismos em diversos genes e a relagdo com a susceptibilidade a doenca (Zhang et al, 2009). Os genes
associados foram: CCDC122, C130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-DR, LRRK2 e RIPK2. Talvez um dos genes
mais relevante apontado nesse estudo foi 0 NOD2, fazendo uma conexdo da sinalizacdo mediada pelo receptor
NOD2 na susceptibilidade a hanseniase. Um estudo adicional, de Berrington e colaboradores, também apontou
variantes em NOD2 associadas com susceptibilidade e desenvolvimento dos estados reacionais da doenca
(Berrington et al., 2010).
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Mantovani et al., 2007). Ambos os perfis macrofagicos, M¢-1 ou M¢-2, sdo susceptiveis a
infeccdo micobacteriana, porém diferem em suas respostas a infeccdo (Verreck et al., 2004).
Somente macrdfagos polarizados para o perfil M¢-1 sdo capazes de secretar altos niveis de
mediadores pro-inflamatorios como 1L-12, IL-23, IL-1p, IL-18, IL-6 e TNF. Além disso, esse
mesmo perfil é responsavel por participar de respostas do tipo Thl. De fato, M¢-1
compartilham um perfil de mediadores pro-inflamatorios de células dendriticas maduras. Por
outro lado, M¢-2 sdo associados com a supressdo da resposta Thl através da secrecdo de IL-
10. Adicionalmente, M¢-2 secretam niveis consideraveis de IL-8, MCP-1, MIP-1p e
RANTES, o que sugere um potencial papel ativo dessas células em recrutar e interagir com
outros tipos celulares e participar na regulacdo da imunidade celular. Como caracteristicas
fenotipicas, M¢-2 possuem capacidade reduzida de apresentacdo de antigeno, regulacdo
negativa de suas moléculas co-estimulatorias e altos niveis de receptor do tipo ‘scavanger’
CD163. Juntas, as caracteristicas de M¢-2 sugerem que esse perfil tem um papel relevante em
atrair e suprimir a resposta de células da imunidade adaptativa ap6s a infeccdo micobacteriana
(Verreck et al., 2006).

Dentre as citocinas caracteristicas da resposta imune inata conhecidas por modular a
funcdo de macrdfagos, IL-15 esta altamente expressa em les6es de pacientes TT (Jullien et al.,
1997), enquanto que as lesdes de pacientes LL sdo caracterizadas pela expressdo de IL-10
(Yamamura et al., 1991). Mais recentemente foi demonstrado que essas citocinas induzem
diferentes programas de diferenciacdo de macréfagos, os quais estdo correlacionados com
suas func@es. IL-10 induz um programa de diferenciacdo fagocitico, resultando na regulacao
positiva de CD163 e uma capacidade aumentada de fagocitose tanto de micobactérias quanto
LDL oxidado. Macr6fagos com esse programa de diferenciacdo podem ser encontrados
abundantemente em lesdes de pacientes com hanseniase classificados como LL. Por outro
lado, IL-15 leva a ativagdo de um programa microbicida dependente de vitamina D junto a
uma capacidade reduzida de fagocitose. Macréfagos com perfil microbicida sao
predominantemente encontrados em lesdes de pacientes hansenianos classificados como TT
(Montoya et al., 2009). Corroborando com essas observac¢des, Moura e colaboradores (2012)
observaram uma alta expressao de CD163 em macrofagos de lesbes de pacientes classificados
como LL, correlacionado com a alta producdo de IL-10. Nesse mesmo estudo, a infecgdo de
monaocitos com M. leprae demonstrou uma expressao de CD163 de maneira dependente da
carga bacilar. Ainda, o bloqueio da producédo de IL-10 reduziu a expressdo de CD163 durante

a infeccdo, bem como reduziu a capacidade fagocitica dos mondcitos.
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Outro componente importante nas interacdes iniciais entre patdgeno-hospedeiro é a
molécula DC-SIGN (CD209). Esse receptor € uma lectina do tipo C presente em células
dendriticas e macrofagos e tem sido associada com a indugdo de resposta adaptativa do tipo
Th2 (Soilleux et al., 2002). A ligacdo da micobactéria ao receptor CD209 ocorre através da
lipoarabinomanana, um componente da parede celular micobacteriana. Analises da expressdo
de CD209 em bidpsias de pacientes com hanseniase demonstrou um predominio desse
receptor em lesdes de pacientes do polo lepromatoso quando comparado com pacientes do
polo tuberculdide (Krutzik et al., 2005).

Através de estudos de ligacdo e associacdo, Mira e colaboradores revelaram a
participacdo de uma via dependente de ubiquitinacdo na resposta imune a infeccdo por M.
leprae. Esse estudo mostrou que variantes na regido promotora compartilhada pelos genes
PARK2 (o qual codifica a Parkina, uma E3-ubiquitina ligase) e PACRG atuam como um fator
de risco (Mira et al., 2004).

Por fim, a regulacéo da producéo da enzima leucotrieno A, hidrolase (LTA4H), a qual
controla o balanco de eicosanoides pro- ou anti-inflamatorios, é de grande importancia para o
controle da infeccdo micobacteriana e determina padrfes de susceptibilidade ou resisténcia a
infecgdo (Tobin et al., 2010). LTA4H catalisa o passo final na sintese de leucotrieno B,
(LTB4), um eicosanoide pro-inflamatorio com uma potente funcdo quimioatraente. Certas
mutac¢des no lécus que codifica a LTA4H podem conferir um padrdo de alta susceptibilidade,
redirecionando a sintese de eicosanoides pré-inflamatorios para a producdo de lipoxinas anti-
inflamatérias. Como consequéncia, o estado anti-inflamat6ério permite o aumento da
proliferacdo micobacteriana através da inibicdo da producdo de TNF (Tobin et al., 2010). Por
outro lado, o balanco inadequado da sintese de LTB4 pode convergir para uma producdo

exacerbada de TNF, levando a um estado inadequado de inflamacéo (Tobin et al., 2012).

1.1.10.2 - Resposta imune adaptativa

A capacidade do sistema imune inato em instruir uma resposta imune celular é crucial
para a eliminagdo de patogenos intracelulares como o M. leprae. Essa conexdo entre
imunidade inata e adaptativa ¢ mediada principalmente por células dendriticas, as quais sdo
células especializadas na apresentacdo de antigenos e altamente eficientes na ativacdo da
imunidade mediada por células. Lesdes de pacientes LL sdo caracterizadas por auséncia de

células dendriticas, revelando um potencial mecanismo para a reduzida resposta celular
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encontrada nessas lesbes (Sieling et al., 1999). A auséncia desse tipo celular nessas lesdes
pode ser explicada, em parte, pela inibicdo da diferenciacdo das células dendriticas a partir de
seus precursores mieloides através de fosfolipideos oxidados derivados do hospedeiro (Lee et
al., 2007). Adicionalmente, em lesbes de pacientes LL, mondcitos periféricos ndo se
diferenciam em células dendriticas apds a ativacdo de TLR (Krutzik et al., 2005), além da
reduzida expressdo da proteina coestimuladora B7.1 (Santos et al., 2007). Em conjunto, esses
estudos demonstram que o M. leprae contribui ativamente para o comprometimento da

formacéo da resposta imune mediada por célula.

Na busca do melhor entendimento da participacdo das citocinas nos diferentes padrdes
imunolodgicos observados na hanseniase, Yamamura e colaboradores analisaram a expressao
génica de diversos desses mediadores em lesBes de pacientes dos diferentes pdlos da doenca.
Com isso, ficou determinado que o perfil dicotdmico de resisténcia e susceptibilidade a
hanseniase é relacionado ao padrdo de producdo de citocinas (Yamamura et al., 1991). Em
lesbes do polo resistente da doenca (TT) hd o predominio de citocinas produzidas por
macrofagos (IL-1B, TNF, GM-CSF, IL-6), além daquelas pertencentes ao perfil de células
Thl (imunidade celular), como por exemplo, IL-2 e IFNy. Em contraste, lesdes do pdlo
susceptivel (LL) sdo caracterizadas pela auséncia da producdo de citocinas pré-inflamatorias e
elevada producdo de citocinas correlacionadas com o perfil de células Th2 (imunidade
humoral), como, por exemplo, IL-4, IL-5 e IL-10. Esse perfil é consistente com os padroes
apresentados anteriormente relativos a resposta imune inata do hospedeiro frente a infeccao
com M.leprae. De fato, pacientes TT sdo mais eficazes em controlar a infec¢éo e eliminar o
patdgeno através da producdo de citocinas que contribuem para a formacdo de uma resposta
imune celular e maturacdo e ativacdo de respostas microbicidas nos macréfagos. Por outro
lado, o perfil de citocinas produzidas por pacientes LL induz a formacdo de uma resposta
imune humoral, a qual é ineficiente para a eliminacdo de bactérias intracelulares como o M.

leprae, contribuindo assim para o sucesso da infecgéo.

A IL-12 é uma das citocinas mais influentes no direcionamento para o perfil Thl. Essa
citocina é produzida por macrofagos e células dendriticas. Uma vez diferenciadas, células Thl
expressam o ligante CD40 e secretam IFN-y, onde esses estimulos ativam macrofagos e
levam a produgdo de substancias microbicidas, como espécies reativas de oxigénio, Oxido
nitrico e enzimas lisossomais, culminando na eliminacdo de patdgenos intracelulares.
Adicionalmente, o IFN-y atua na formacdo do granuloma, um eficiente mecanismo para
isolamento e contengdo da infeccdo. A importancia do eixo IL-12/IFN-y na imunidade a
infeccdo micobacteriana foi demonstrada por Cooper e colaboradores. Nesse estudo, foi
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avaliada a capacidade de camundongos knockout para a subunidade p40 da IL-12 (IL-12 p40™"
) em controlar a infeccdo por M. tuberculosis. Como resultado foi observado auséncia da
producdo de IFN-y por camundongos IL-12 p40™, o que levou a uma drastica redugdo na
capacidade de conter a infeccdo micobacteriana e destruicdo do patdgeno (Cooper et al.,
1997). Logo, a sinergia entre IL-12 e IFN-y ¢ crucial para a formagdo de uma resposta imune
protetora contra infec¢fes por micobactérias ou por outros patdgenos intracelulares. De fato,
a importancia do eixo IFN-y/IL12 em humanos pode ser observada pelo papel que mutacoes
de perda de funcdo em genes como o IFNGR, 1L12, IL12RB1, IL12RB2 entre outros. Quando
esses individuos tém infeccBes por patdgenos intracelulares, a auséncia de sinalizacdo dessa
via e a incapacidade de ativar resposta imune celular e produzir IFN-y leva a uma
suscetibilidade grave, onde bactérias avirulentas sdo capazes de apresentar uma infecgdo com
um perfil semelhante a uma bactéria virulenta. Em muitos casos, a infeccdo por M. bovis
BCG, M. avium ou até salmonelas podem levar a 6bito os individuos infectados (Quintana-
Murci et al., 2007).

Recentemente novos padrdes de diferenciacdo de células Th tém sido descritos e logo
inseridos no contexto de resisténcia versus susceptibilidade a micobactérias. Células Th
produtoras de IL-17 (Th17) tem sido descritas por ter um importante papel na resposta anti-
micobacteriana. A producdo de IL-17 por essas células tem uma potente funcdo pro-
inflamatoria capaz de induzir a producdo de quimiocinas essenciais no recrutamento celular e
manutencdo do granuloma durante a infeccdo por M. tuberculosis. Entretanto, a producéo
excessiva de IL-17 pode sustentar um extenso recrutamento de neutrdéfilos, levando ao dano
tecidual. 1sso demonstra que a regulacdo da resposta Th17 durante a infeccdo € essencial para
eliminar o patdgeno e evitar consequéncias imunopatolégicas (Torrado e Cooper, 2010).
Chatterjee e colaboradores demonstraram que micobactérias avirulentas, como o M. bovis
BCG, sédo incapazes de induzir a resposta Th17. Ainda, esse estudo mostrou que a ativacéo
dessa resposta € dependente do fator de viruléncia micobacteriano ESAT-6.
Interessantemente, a cepa micobacteriana BCG:RD1 (a qual expressa o antigeno ESAT-6)
ativa a reposta Th17 e melhora a protecdo do hospedeiro contra um processo de reinfeccao
por M. tuberculosis (Chatterjee et al., 2011).

O papel das células T reguladoras (Treg) durante a infeccdo e persisténcia de
micobactérias ainda é pouco estudado. Porém, um estudo demonstrou que ha uma frequéncia
elevada desse tipo celular no sangue e no sitio de infeccdo de pacientes com tuberculose ativa.
Adicionalmente, foi mostrado que o cocultivo de células Treg com PBMC infectados com

BCG foi capaz de reduzir a producdo de IFN-y das células infectadas. Isso sugere que as
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células Treg podem contribuir para a patogénese da tuberculose, anulando mecanismos

essenciais para a eliminagdo do M. tuberculosis (Chen et al., 2007).

1.2 - Mecanismos de sobrevivéncia de micobactérias virulentas na célula hospedeira

Micobactérias virulentas, tais como o M. leprae e M. tuberculosis, possuem
mecanismos muito eficientes de sobrevivéncia no hostil ambiente da célula hospedeira. E
sabido que, uma vez estabelecida a infeccdo, essas micobactérias sdo capazes de interferir e
modular ativamente a maquinaria da célula hospedeira, garantindo assim um nicho seguro

para sua multiplicacéo e disseminacéo.

A apoptose é um mecanismo de morte celular essencial para a regulacdo da
homeostase celular e possui um papel importante na restricdo de organismos intracelulares e
também na formacdo da resposta imune adaptativa do hospedeiro. Apesar de controversos,
muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade de micobactérias virulentas em inibir a
apoptose, como uma estratégia para garantir um nicho para sobrevivéncia e replicacdo.
Através de moléculas como LAM (Vergne et al., 2003) e fosfatidilinositol (Fratti et al., 2003)
0 M. tuberculosis é capaz de prevenir a maturacdo do fagossomo e também a apoptose da
célula hospedeira (Velmurugan et al., 2007). Adicionalmente, esse patdgeno é capaz de
induzir a liberacdo de receptor solivel de TNF (TNF-R2), resultando na inativacdo de TNF e
consequente diminuicdo dos niveis de apoptose da célula hospedeira (Balcewicz-Sablinska et
al., 1998). Utilizando o modelo de infeccdo de células THP-1, Hasan e colaboradores (2006)
mostraram que o M. leprae é capaz de inibir a apoptose dessas células através da modulacédo
de genes importantes na regulacao da apoptose: genes pré-apoptoticos como Bad e Bak foram
regulados negativamente, enquanto genes da familia Bcl-2 foram induzidos. Em confirmacéo
desse mecanismo desempenhando pelo patdgeno, Lahiri e colaboradores observaram que a
infeccdo de macrofagos com M. leprae viavel (purificado de camundongos nude) ndo induz a
apoptose dessas células (Lahiri et al., 2010). Por outro lado, a infeccdo com micobactérias
avirulentas, como o M. bovis-BCG, é capaz de induzir altos niveis de apoptose da célula
hospedeira, de forma dependente de TNF, mostrando um eficiente mecanismo para a
contencdo da infeccdo e eliminacao do bacilo intracelular (Riendeau et al., 2003).

Em 2010, Rodrigues e colaboradores sugeriram um novo mecanismo, induzido por M.
leprae, envolvido no sucesso da infeccdo da célula de Schwann. Nesse estudo foi

demonstrado que, além de inibir a apoptose das células infectadas, o M. leprae é capaz de
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induzir a secre¢do de IGF-I, um hormonio conhecido pela sua contribuicdo para a
sobrevivéncia da célula Schwann (Rodrigues et al., 2010). Essa € uma estratégia de
colonizagdo bastante eficiente, principalmente para um patégeno de crescimento lento como o
M. leprae. Outro estudo, do mesmo grupo, demostrou importantes alteracdes nos niveis
séricos de IGF-1 em pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase: aqueles
classificados como LL apresentaram niveis reduzidos de IGF-I circulante quando comparados
com pacientes de outras formas clinicas. Adicionalmente, os niveis séricos de IGF-1 no
momento do diagnostico da hansenisase foram encontrados reduzidos em pacientes LL que,
mais tarde desenvolveram ENH, diferentemente de pacientes com a mesma forma clinica que
ndo desenvolveram episddios reacionais ao longo do tratamento. Estes dados sugerem que 0s
niveis circulantes de IGF-I podem servir como biomarcador preditivo para os episodios

reacionais (Rodrigues et al., 2011).

Em 1863, o patologista alemdo Rudolf Virchow documentou o acimulo de lipideos
em macrdfagos de bidpsias de pacientes LL. Esses macrdfagos entdo foram chamados de
células esponjosas (Virchow, 1863). Mais tarde, verificou-se que o M. leprae reside e replica
em fagossomos com alto contetdo lipidico, mostrando que a infeccdo é capaz de alterar o
metabolismo de lipideos do hospedeiro (Chatterjee et al., 1959). Inicialmente acreditava-se
que os lipideos encontrados nas células esponjosas eram derivados do patdgeno, e ndo do
hospedeiro (Sakurai & Skinsnes, 1970). Entretanto, diversos estudos, de forma independente,
mostraram que 0 aspecto esponjoso encontrado nas células infectadas é devido, em parte, ao
acumulo de lipideos do préprio hospedeiro, como, por exemplo, fosfolipideos oxidados e
ésteres de colesterol (Kurup & Mahadevan, 1982; Cruz et al., 2008; Mattos et al., 2010).
Adicionalmente, D’Avila e colaboradores apontaram que corpusculos lipidicos seriam
responsaveis pelo aspecto esponjoso da célula infectada (D’Avila et al., 2006). Recentes
evidéncias sugerem que a regulacdo do metabolismo lipidico e/ou corpusculos lipidicos
possui um papel importante na resposta do hospedeiro a patdgenos intracelulares. Dessa
forma, tem sido mostrado que a infeccdo por M. leprae é capaz de regular positivamente a
formacéo de corpusculos lipidicos na célula hospedeira, onde isso tem sido associado com a
patogénese da hanseniase e uma possivel fonte de nutrientes para o patégeno, contribuindo

para a persisténcia da infec¢do (Mattos et al., 2012).
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1.3 - Células THP-1 como modelo no estudo da interacao patégeno-hospedeiro

A linhagem monocitica de células THP-1 foi obtida no inicio da década de 1980 a
partir do sangue de um menino com leucemia monocitica aguda, sendo caracterizada por alta
capacidade de fagocitose e producdo de lisossomos (Tsuchiya et al., 1980).
Subsequentemente, foi demonstrado que as células THP-1, ap6s o tratamento com acetato de
forbol-miristila (PMA), adquirem a capacidade de aderéncia ao vidro e exibem notavel
similaridade morfologica com macréfagos (Tsuchiya et al., 1982). Outros tratamentos, com o
objetivo de diferenciacdo dessa linhagem em macrofagos, tém sido utilizados: 1,25
hidroxivitamina D3 (Humeniuk-Polaczek et al., 2004), &cido retindico (Chen et al., 2004) ou
citocinas (ex.. TNF e IFN-y) (Chen et al., 1996). Entretanto, o estado de diferenciagdo das
celulas THP-1, frente a diferentes estimulos, pode ser varidvel (Daigneault et al., 2010). O
tratamento das células THP-1 utilizando PMA leva a um grande estado de diferenciacdo e
expressao de moléculas de superficie associadas a diferenciacdo de macrofagos. 1sso ocorre
devido a ativacdo, mediada pelo tratamento com PMA, de proteina quinase C (PKC), o que
mimetiza uma ativacao fisiolégica mediada por diacilglicerol. PKC compreende uma familia
de serina/treonina quinases com implicacbes na regulacdo da proliferacdo celular,

diferenciacéo, entre outras func@es celulares.

O modelo de macrofagos obtidos a partir da diferenciacdo de células THP-1 tem sido
utilizado extensivamente como modelo in vitro de macréfagos humanos em diversos estudos
de doencas inflamatdrias. Esse modelo também tem sido usado com sucesso para estudos
envolvendo interacdo patdgeno-hospedeiro durante infeccBes por diferentes micobactérias.
Recentemente essas células foram utilizadas como modelo para o estudo de mecanismos de
persisténcia de M. tuberculosis em macréfagos (Estrella et al., 2011). Além disso, células
THP-1 se mostraram um bom modelo no estudo da apoptose durante infeccOes
micobacterianas (Riendeau et al., 2002; Hasan et al., 2006). Do mesmo modo, a modulagédo
negativa da autofagia induzida por IFN-y foi observada durante a infec¢do por M. tuberculosis
(Dutta et al., 2012).

As células THP-1 diferenciadas foram empregadas como modelo em diversos estudos
de interacdo micobactéria-célula hospedeira, utilizando uma abordagem de expressdo génica
em larga escala, na busca da identificagdo de novos mecanismos de patogénese (Ragno et al.,
2001; Fontan et al., 2008; Ward et al., 2010; Wu et al., 2012). Recentemente, um estudo de
nosso grupo utilizou o modelo de células THP-1 diferenciadas como um dos modelos de

validacdo de genes encontrados diferencialmente expressos em um microarranjo conduzido a
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partir de células de Schwann infectadas com M. leprae vivo (Guerreiro et al., 2013 arigo no

prelo; Anexo II).

1.4 - IFN tipo | na infec¢do por patogenos intracelulares

A classe de IFN tipo I (IFN-o/Bf) compreende citocinas bem conhecidas por seus
efeitos antivirais e imunomoduladores, representando assim a primeira barreira na contencgéo
de uma infecgéo viral. Por outro lado, classicamente essas citocinas se mostram ineficientes

no contexto de uma resposta antibacteriana.

Entretanto, um corpo emergente de trabalhos tem apontado a importancia de IFNs tipo
| durante infeccGes bacterianas, com o foco voltado para o papel dessas citocinas na
patogénese e viruléncia de diversos grupos de bactérias. Listeria monocytogenes, uma bactéria
gram-positiva e frequentemente usada como modelo para infeccbes de bactérias
intracelulares, induz a producéo de IFN tipo I em macrofagos (O’Riordan et al., 2002).
Importantemente, camundongos knockout para o receptor de IFN tipo | (IFNAR1”) sdo
altamente sensiveis a infecgdes virais, porém resistentes a infeccdo com L. monocytogenes,
demonstrando que a inducdo dessas citocinas € um mecanismo patogénico dessa bactéria para
inibir a resposta do hospedeiro contra infecgdes bacterianas (O’Connell et al., 2004). O
mecanismo de inducdo de IFN tipo | por L. monocytogenes ocorre de maneira dependente da
ruptura do fagossomo e entrada de conteddo fagossomal no citoplasma da célula hospedeira
(O’Riordan et al., 2002), o que leva a ativacdo de TBK1, que por sua vez fosforila e ativa o
fator transcricional IRF3, levando a producédo de IFN-f (O’Connell et al., 2004).

A ativacdo da via de IFN tipo | pode ocorrer através de diferentes PRRs, como TLRs e
NOD2, ou ainda receptores citoplasmaticos sensores de DNA (CDS). Dentre essa Ultima
categoria, alguns foram propostos como iniciadores da sinalizacdo de IFN tipo I: DAI
(Takaoka et al., 2007), IFI116 (Unterholzner et al., 2010) e DDX41 (Parvatiyar et al., 2012).
Recentemente, a molécula adaptadora STING foi descrita como um regulador chave da
ativagdo de TBK1/IRF3 mediada por CDS (Figura 1.9) (Bowie, 2012). Estudos mostraram
gue monofosfato ciclico de adenosina (c-di-AMP) é um importante mensageiro secundario
bacteriano capaz de induzir uma robusta producdo de IFN tipo | de maneira dependente de
STING (Woodward et al., 2010; Jin et al., 2011). Ainda nesse contexto, Pandey e

colaboradores mostraram que, paralelamente a indugdo de TBK1/IRF3, a ativagdo de NOD2
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também leva a producdo de IFN-B de maneira dependente de RIP2/IRF5 (Pandey et al.,
2009).
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Figura 1.8 — Representacdo resumida das principais vias de sinalizacdo (receptores de reconhecimento de
padrdo (PRR) e sensores citoplasméaticos de DNA (CDS)) envolvidas na producédo de IFN tipo I (IFN-a/B)

em humanos.

Classicamente, é documentado que micobactérias patogénicas, como o M.
tuberculosis, residem enclausuradas em fagossomos da célula hospedeira. Entretanto, van der
Wel e colaboradores mostraram que, tanto M. tuberculosis quanto M. leprae, sdo capazes de
se deslocarem para o citosol da célula hospedeira, onde esse evento é dependente do sistema
de viruléncia ESX-1 (van der Wel et al. 2007). Uma vez que ESAT-6, a proteina mais
importante do sistema ESX-1, em altas concentracdes possui uma propriedade litica (de Jonge

et al., 2007), tem sido sugerido que essa proteina é responsavel pela perfuracdo do fagossomo
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e consequente entrada do conteudo fagossomal ao citosol da célula hospedeira. Recentemente,
foi demonstrado que M. tuberculosis induz a producdo de IFN tipo | durante a infeccdo de
macrofagos, de forma dependente de CDS e do eixo de sinalizagdo STING/TBK1/IRF3. Além
disso, esse estudo evidenciou que o0 DNA micobacteriano é responsavel pela ativacdo de CDS,
onde o sistema ESX-1 permite a entrada desse DNA no citosol da célula hospedeira através da
permeabilizacdo fagossomal. Adicionalmente, camundongos knockout para o fator de
transcricdo IRF3 (IRF3”) sdo extremamente resistentes & infeccdo por M. tuberculosis
(Manzanillo et. al, 2012). Curiosamente, Watson e colaboradores demonstraram, utilizando
baixa carga bacilar de M. tuberculosis, que a permeabilizacdo fagossomal mediada por ESX-1
é uma via de méo dupla, permitindo, por outro lado, componentes citosélicos de autofagia
mediada por ubiquitinacdo acessar o fagossomo, marcar o bacilo e direciona-lo para
autofagossomos, de forma dependente do reconhecimento de DNA micobacteriano e ativacao
de STING (Watson et al., 2012). Um esquema resumido da participacdo de STING na
resposta do hospedeiro a patégenos intracelulares pode ser encontrado na figura abaixo
(Figura 1.10).
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Figura 1.9 — Esquema representativo da participacdo da molécula STING na resposta do hospedeiro a
patogenos intracelulares e sua ligagdo entre inducdo de IFN tipo | e autofagia. Adaptado de

http://www.invivogen.com/docs/Insight 201211.pdf.
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Manca e colaboradores mostraram que a producdo IFN tipo | pode regular
negativamente a resisténcia do hospedeiro durante a infec¢do por M. tuberculosis, inibindo a
formagdo de uma resposta do tipo Thl (Manca et al., 2001). Outro estudo evidenciou a
dicotomia das respostas baseadas em IFN tipo | e IFN tipo II: tanto IFN-a quanto IFN-B
foram capazes de inibir significativamente a capacidade de mondcitos em produzir citocinas
da resposta Thl e alterar negativamente a responsividade a IFN-y de diferentes formas, como
por exemplo, alteragfes na sinalizagdo acionada por essa citocina e diminuigdo da expresséo
do receptor de IFN-y (IFN-yR1) (de Paus et al., 2013). Em 2010, Berry e colaboradores,
utilizando uma abordagem de expressdo génica em larga escala, identificaram a via de IFN
tipo |1 como diferencialmente expressa em sangue total de individuos infectados e pacientes
com tuberculose, apontando a indugdo dessa via como um fator crucial para a progresséo da
infeccdo latente para a doenca ativa (Berry et al., 2010). Em concordancia com essas
evidéncias, um estudo recente demonstrou uma correlacdo inversa entre respostas mediadas
por IFN-B e IFN-y nos diferentes polos clinicos da hanseniase: IFN-y e seus genes a jusantes
(ex.: genes que codificam proteinas microbicidas dependente de vitamina D) s&o
preferencialmente expressos em lesdes de pacientes do pélo TT; em contraste, IFN-B e seus
genes a jusantes (ex.: IL10) sdo preferencialmente expressos em lesdes de pacientes do polo
LL. Além disso, esse estudo demonstrou que a resposta microbicida induzida por IFN-y pode
ser inibida por IFN-B e por IL-10, sugerindo fortemente que a producdo diferencial dos
diferentes tipos de IFNs contribui para protecdo versus patogénese em infeccdes bacterianas
(Teles et al., 2013).

De forma oposta a bactérias intracelulares, para garantir o sucesso da infeccéo, alguns
virus possuem mecanismos de evasdo capazes de inibir a resposta baseada em IFN tipo I.
Recentemente foi descrito que o virus da dengue (DENV) é capaz de inibir essa resposta
através da atividade proteolitica do complexo DENV NS2B3, o qual tem como alvo a
molécula adaptadora STING (Aguirre et al., 2012). O mesmo mecanismo foi observado em
virus da hepatite C (HCV), onde a proteina HCV NS4B reduz a producdo de IFN-B de
maneira dependente do bloqueio da atividade de STING (Nitta et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA



A incapacidade de se cultivar o M. leprae in vitro é um dos principais motivos da
caréncia de dados sobre os efeitos do patdgeno sobre a expressao génica e processos
metabdlicos da célula hospedeira. Nesse contexto, estudos de expressdo génica em larga em
escala, como por exemplo, a utilizacdo da técnica de microarranjo, representam poderosas
ferramentas para o entendimento e identificacdo de novos mecanismos de patogénese. Uma
das caracteristicas desse tipo de abordagem é a eliminacdo de hipoteses a priori, onde essas
sdo substituidas por hipdteses a posteriori. Logo, com o objetivo de caracterizar a interacdo
inicial entre o M. leprae e células de Schwann, um estudo conduzido por nosso grupo
empregou a analise de transcriptoma global por microarranjo, utilizando, de forma inédita, o
modelo de células de Schwann primarias infectadas com M. leprae vivo proveniente do
modelo de cultivo em camundongos nude. Através dessa abordagem, foi identificado o
enriquecimento de genes estimulados por IFN tipo | (ISG), dentre estes, o OASL (2’ 5’
oligoadenilato sintetase) foi descrito como o mais diferencialmente expresso. Em uma
segunda etapa do mesmo estudo, foi utilizada uma abordagem do tipo caso-controle a qual
identificou a associacdo entre um polimorfismo de base Unica (SNP) no gene OASL e
susceptibilidade a hanseniase. Como validacdo desse resultado, os niveis de mMRNA de OASL
foi avaliado em bidpsias de nervo de pacientes hansénicos diagnosticados no Ambulatorio
Souza Aradjo (ASA) (Figura 2). Entretanto, os mecanismos utilizados pelo M. leprae na
inducdo da via de IFN tipo I, bem como o papel do gene OASL durante a infeccéo,
permaneceram inconclusivos nagquele momento. Como seguimento, o presente trabalho
buscou estender esse estudo e validar a modulacédo positiva da via de IFN tipo | durante a
infecgdo por M. leprae vivo, bem como o papel do OASL, utilizando o modelo de macr6fagos
derivados de células THP-1. Adicionalmente, buscamos também caracterizar a principal via
envolvida na producdo de IFN tipo | durante a infeccdo in vitro de macréfagos pelo M. leprae.
Para isso foram utilizadas ferramentas robustas de biologia celular e molecular, tais como,
gRT-PCR, western blot, microscopia de fluorescéncia confocal, silenciamento génico e
intervencdes farmacoldgicas para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no sucesso da
infeccdo mediada pela inducdo de OASL. Com isso, os dados gerados a partir desse estudo
podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencéo e intervencdo da

doenca.
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Figura 2 — Fluxograma das etapas do estudo da interacdo patégeno-hospedeiro na hanseniase realizado
por nosso grupo. As etapas em laranja representam aquelas conduzidas por Anna Beatriz R. Ferreira (tese de
doutoramento defendida em 2011, pelo programa de pds-graduacdo em Biologia Computacional e

Sistemas/Fiocruz), ao passo que as etapas em azul representam aquelas desenvolvidas na presente dissertacdo de

mestrado.

35




36

3. OBJETIVOS



3.1 - Objetivo geral

Avaliar o papel dos genes da via IFN tipo I, especialmente o OASL, utilizando o modelo de

infeccdo de macrofagos humanos derivados de células THP-1 com M. leprae vivo.

3.2 - Objetivos especificos

1. Validar a expressdo diferencial de genes da via de IFN tipo | durante a infeccdo de

macrdofagos humanos derivados de células THP-1 com M. leprae vivo;

2. Caracterizar a expressao de mRNA e proteina de OASL ap0s a infec¢do por M. leprae

(vivo ou irradiado) ou M. bovis BCG;

3. Caracterizar a via de ativagéo de IFN tipo | e OASL a partir da transfeccdo de DNA ou
RNA de M. leprae;

4. Avaliar o papel do OASL na modulacdo da producdo de citocinas/quimiocinas na
infeccdo pelo M. leprae, bem como sua contribuigdo na viabilidade intracelular do
bacilo;

5. Avaliar o efeito da transfeccdo de DNA de M. leprae durante a infeccdo de
macréfagos humanos derivados de células THP-1 pela cepa vacinal M. bovis BCG,
determinando a viabilidade intracelular do bacilo e a producdo de

citocinas/quimiocinas.
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 - Cultivo de micobactérias

4.1.1 - M. bovis BCG

As cepas vacinais BCG Moreau (doada por Carolina Zavareze — Fundacao Ataulfo de
Paiva) e BCG Pasteur GFP (doada pelo Dr. Erwin Schurr — Laboratério de Genética Humana
de Doengas infecciosas da Universidade MacGill no Canadd) foram cultivadas em meio de
cultura liquido Middlebrook 7H9 (DIFCO laboratories, EUA) contendo 0,02% glicerol,
0,05% Tween-80 (DIFCO laboratories, EUA) e suplementado com 10% Middlebrook ADC
(albumina bovina, dextrose e catalase). O tempo de cultivo foi de aproximadamente duas
semanas, sob constante agitacdo, a temperatura de 37° C. Nesse periodo, a cultura foi
centrifugada a 500 rpm por 5 min para evitar grumos micobacterianos e o sobrenadante foi
utilizado para aferir a densidade dptica (DOggo). A0 atingir aproximadamente 0,8 (DOggo 0,8 =
2 x 10° bactérias / mL), correspondente & fase exponencial do crescimento micobacteriano, o
cultivo foi interrompido e aliquotado em 20% glicerol e estocado em freezer -70 © C para
posterior uso em ensaios de infecgdo. Para a utilizacdo nos ensaios de infeccdo, as aliquotas
congeladas de M. bovis BCG em 20% glicerol foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 min e

ressuspensas em meio RPMI-1640 sem adicdo de antibioticos.

A pureza do cultivo foi avaliada pelo método de Kinyoun. Brevemente, foram
adicionados 10 pL da cultura em lamina de vidro e realizado um esfregaco. Depois de seco, 0
esfregaco foi fixado por calor, utilizando-se um bico de Bunsen. Posteriormente a lamina de
vidro foi coberta com fucsina fenicada por cerca de 5 min. O excesso de fucsina foi retirado
por lavagem delicada em &gua corrente e em seguida adicionado solucdo alcool-acido para
descoloracdo. Apos lavagem em &gua corrente, foi adicionado azul de metileno por cerca de
30 segundos. Apds essa etapa, a lamina foi novamente lavada, e apds secagem em
temperatura ambiente, foi levada para avaliagdo em microscopio éptico com lente de imersao
(Nikon Eclipse E400) em aumento de 100 x. A cultura foi determinada livre de contaminacao,
guando observados apenas bacilos corados com fucsina (em rosa). Uma vez determinada a
pureza, a quantificacdo da cultura foi determinada por contagem direta das laminas como
descrito por Shepard e McRae (1968).

A viabilidade foi determinada por coloracdo fluorescente utilizando o método
Live/Dead BacLight bacterial viability kit (Life Technologies, EUA). Para isso, as bactérias
foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 min, o sedimento ressuspendido em 300 pL de
tampéo fosfato salino (PBS) 1X, e entdo adicionado 6 uM de SYTO 9 (componente A) e 30
uM de iodeto de propidio (componente B) por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos a
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coloracdo, foi realizado um esfregaco em lamina de vidro. Através da microscopia de
fluorescéncia, bactérias vivas e mortas foram quantificadas por contagem dos bacilos verdes e

vermelhos, respectivamente.

4.1.2 - M. leprae

O M. leprae Thai-53 vivo utilizado nesse estudo, cedido pela Dra. Patricia Sammarco
Rosa (Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP), foi proveniente do modelo de infecgéo do
coxim plantar de camundongos atimicos nude (nu/nu). Cerca de nove meses apds a
inoculacdo dos bacilos, as patas foram colhidas e enviadas ao laboratorio de hanseniase
(FIOCRUZ, RJ) para purificacdo. De modo estéril, as patas foram homogeneizadas em meio
de cultura RPMI-1640 (LGC biotecnologia, SP). A suspensdo de bacilos foi tratada com
hidroxido de sodio 0,1 M, posteriormente ressuspensa em meio de cultura RPMI-1640 (LGC
biotecnologia, SP) suplementado com 50 pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich, EUA) e
incubadas a 33° C por 3h. Os bacilos foram quantificados por contagem direta em conforme
descrito por Shepard e McRae (1968) e a viabilidade medida pelo método Live/Dead

BacLight, como descrito anteriormente.

A marcacdo do M. leprae irradiado para ensaios de imunofluorescéncia foi realizada
através do kit PKH2 Green Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com
instrucdes do fabricante. Para isso, aproximadamente 10’ bacilos foram centrifugados a
14.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em 1 mL do diluente A. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do
corante PKH2 diluido no diluente A e homogeneizado. A mistura foi incubada por 5 minutos
a temperatura ambiente, protegido da luz. Em seguida, foi adicionado igual volume de SFB e
incubados por 1 minuto, para a neutralizacdo. A suspensdo de bacilos foi, entdo, diluida em
igual volume de meio RPMI-1640 completo e centrifugada por 10 minutos a 14.000 rpm.
Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as bactérias foram lavadas por trés
vezes com meio RPMI-1640 para a retirada do excesso de fluorocromo. Ao final, as bactérias

foram ressuspendidas no volume inicial com meio RPMI-1640.
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4.2 - Cultura de células e ensaios de infeccéo
4.2.1 - Células THP-1

As células THP-1 foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, EUA) e cultivadas em meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia, Brasil) contendo 2
MM L-Glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL estreptomicina, e suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB; HyClone laboratories, Canada). As células foram mantidas

em frascos de cultura a 37° C em atmosfera de 5% de CO, através de repiques semanais.

Para os ensaios de infeccdo, as células foram quantificadas em camara de Neubauer e
a viabilidade aferida pelo método de exclusdo por coloracdo pelo azul Tripan (Sigma-Aldrich,
EUA). Posteriormente, foram estimuladas com 80 nM (50 ng/mL) de acetato de forbol-
miristila (PMA, Sigma-Aldrich) para diferenciacdo em macréfagos (mdTHP-1). Apds 24h de
estimulo, as células foram lavadas com o meio para a retirada de PMA, e entdo adicionado
meio fresco sem antibidticos. Os mdTHP-1 foram entdo infectados com M. bovis BCG em
multiplicidades de infecgdo (MOI) de 10 ou 100:1 e com M. leprae vivo ou irradiado
utilizando MOI de 10, 20 ou 100:1 por 3, 24 e 48h. Todos os ensaios realizados com M.

leprae vivo foram incubados em estufa a 33°C e 5% CO..

4.3 - Silenciamento génico

Para o silenciamento da expressédo génica de OASL, mdTHP-1 foram transfectados
com RNA silenciador contra OASL, pré-desenhado (Silencer Select siRNA s16432, Life
Technologies, EUA), utilizando o reagente Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, EUA) de
acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente foram plaqueadas 4 x 10> células por
poco, em placas de 6 pocos (Corning, EUA), onde foram diferenciadas em macréfagos
conforme o protocolo descrito anteriormente. A mistura de transfeccdo contendo o reagente
Lipofectamine® 2000 e o RNA silenciador foi preparada para um volume final de 300 pL.
Primeiramente, 9 pL de Lipofectamine® 2000 foi diluido em meio Opti-MEM® (Life
Technologies, EUA) para volume final de 150 pL, seguido de incubagdo por 5 min a
temperatura ambiente. Em paralelo, o RNA silenciador e o RNA “scramble” (controle
negativo) foram diluidos a 100 nM em meio Opti-MEM® para volume final de 150 pL e
incubados por 5 min a temperatura ambiente. Apos a incubacdo, as diluicdes dos RNAs e
Lipofectamine® 2000 foram misturadas (razdo 1:1), seguido de incubacdo por 20 min a
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura (complexo RNA-reagente) foi adicionada as
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culturas de macrdfagos por 24h. No dia seguinte, as células foram infectadas com M. leprae
vivo por 24 ou 48h e tiveram seu DNA e RNA total extraido pelos métodos descritos no item
Purificacao de &cidos nucleicos.

4.4 - Transfeccao de acidos nucleicos

A transfeccdo de DNA e RNA de M. leprae foi realizada através do reagente
Lipofectamine® 2000 conforme descrito anteriormente. O DNA e RNA de M. leprae foram
purificados através dos métodos descritos no item 4.5 - Purificacdo de acidos nucleicos. Para
a transfeccéo foi utilizado 1 pug de DNA, tratado ou ndo com DNAse, e 1 ug de RNA. Além
disso, as células foram tratadas com os &cidos nucleicos sem o agente de transfeccdo. Apos
24h as células tiveram seu RNA extraido pelo método descrito no item a seguir.

4.5 - Purificacdo de acidos nucleicos
4.5.1 - Extracdo de RNA

O RNA total das culturas de mdTHP-1 foi extraido utilizando o regente TRIzol® (Life
technologies, EUA) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Apds os periodos de
infeccdo, o sobrenadante das culturas foi retirado e aliquotado, e entdo adicionado 1 mL de
TRIzol® em cada poco, para lise das células aderentes. Apds raspagem com ponteira, o
contetdo lisado foi transferido para tubos de 1,5 mL. Em seguida, adicionou-se 200 pL de
cloroférmio (Merck, Alemanha) em cada tubo e os mesmos foram homogeneizados por
inversdo até se obter um aspecto leitoso. Apos isso, os tubos foram centrifugados a 12000 x g
por 15 min a 4° C. A fase aquosa contendo o RNA (fase superior) foi transferida para novos
tubos de 1,5 mL contendo 500 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA), misturada por
inversdo e incubada a -70° C por no minimo um dia. As fases intermediaria e organica foram
armazenadas a -20 °C para posterior extracdo de DNA e proteina. Ap6s o periodo de
incubacéo, foi adicionado 2 pL de GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor
visualizacdo do sedimento, e entdo centrifugados a 14000 x g por 20 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram descartados e o material sedimentado lavado com 500 pL de etanol 70%
por centrifugacdo a 10000 x g por 10 min a 4° C. Em seguida os sobrenadantes foram

removidos, 0s sedimentos secos a temperatura ambiente por cerca de 10 min e em seguida
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ressuspensos em 20 pL de agua tratada com dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC, Life
Technologies, EUA).

4.5.2 - Extracdo de DNA

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

15 min e ressuspensos em 20 pL de 4gua de ampola.

4.5.3 - Quantificacdo de acidos nucleicos

A quantificacdo dos &cidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria utilizando o
instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). Inicialmente foi lido 1 pL de
agua DEPC/agua de ampola para determinar o “branco”. Em seguida, 1 pL de cada amostra
foi lido contra o “branco” no comprimento de onda de 260 nm. A avaliagdo da pureza foi
determinada pela razdo da absorbancia (A) em dois comprimentos de onda: Azsorso indica o
grau de contaminacdo por proteinas, enquanto Azsorso indica 0 grau de contaminacdo por
compostos organicos. As amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as

razdes Azsoso € Azsorzzo apresentaram valores > 1,8.
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4.5.4 - Anélise da integridade do RNA

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

subunidades ribossomais esperadas (28S e 18S).

455 - Tratamento do RNA com DNAse

Apds a quantificacdo e confirmada a integridade do RNA extraido, 0 mesmo foi
submetido ao tratamento com DNAse. Para tal, foi utilizado o kit TURBO DNA-free™ (Life
tecnhologies, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante, em uma reacdo com volume
final de 30 pL. Inicialmente, em tubos de 0,6 mL, foi adicionado 3 pug de RNA, 0,1 volume de
tampdo de enzima 10X e 1 pL da enzima Turbo DNAse, seguido por incubacdo a 37° C
durante 30 min. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado 0,1 volume do reagente de
inativacdo enzimatica. Em seguida, os tubos foram incubados a temperatura ambiente durante
5 min, agitando os tubos manualmente 2-3 vezes durante esse periodo para homogeneizar o
conteddo. Apds isso, os tubos foram centrifugados a 10000 x g por 2 min, 0s sobrenadantes
contendo o RNA foram cuidadosamente transferidos para novos tubos e o RNA novamente

quantificado como descrito no item 4.5.3.

4.6 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
4.6.1 - Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de mdTHP-1 mediante 0 uso da
enzima transcriptase reversa Superscript 111® (Life technologies, EUA) em uma reag&o com
volume final de 20 pL. Inicialmente, 500 ng de RNA e de Oligo (dT) (para a analise da
expressdao génica de mdTHP-1) ou RandomPrimer (para andlise da expressdo génica de
micobactérias) foram incubados a 65° C por 5 min para a linearizacdo da molécula de RNA.
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Apbs a incubacdo foi adicionado o tampéo da enzima em concentracdo de 1X, dNTP 0,125
mM, DTT 10 mM, 40 U de RNAse Out® e 200 U da enzima Superscript 111°. Essa mistura foi
incubada a 50° C por 1 hora para transcri¢do, seguida de incubagdo a 70° C por 5 min para

inativacdo da enzima. Apos a incubacdo as amostras foram armazenadas a -20° C.

4.6.2 - RT-PCR em tempo real para analise da expresséo génica (QRT-PCR)

Para anélise da expressdo génica a reacdo de PCR em tempo real foi realizada
utilizando-se o sistema SYBR Green | (Applied Biosystems), seguindo as instrucdes do
fabricante. Para isso, foi realizada uma reacdo de 20 pL, onde foram adicionados 5 uL de
cada cDNA, transcrito com Oligo (dT), previamente diluido (1:5), 0,25 puM de cada
oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems). Para cada
amostra foi amplificado o cDNA dos genes de interesse e 0 gene constitutivo RPL13a. As
reagdes foram incubadas no sistema de PCR em tempo real StepOne Plus® (Applied
Biosystems, EUA), seguindo as condi¢fes da reacdo: 95° C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto. Ao final da reacdo de amplificacéo, as
amostras foram submetidas a uma nova incubacdo para geracéo da curva de dissocia¢do, onde
se determina o ponto correspondente a temperatura de dissocia¢do dos oligonucleotideos de

suas sequéncias alvo.

Todos os oligonucleotideos utilizados na reacdo de qRT-PCR (Tabela 2) foram
desenhados a partir de sequéncias de referéncia de cada gene obtidas no UCSC Genome
Bioinformatics  (http://genome.ucsc.edu/), utilizando o software Primer3 v.0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Uma série de caracteristicas para o desenho foi seguida

conforme descrito por Robottom-Ferreira (2011).
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Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Gene Fita Sequéncia (5' - 3)
RPL13a senso GACAAGAAAAAGCGGATGGT
antisenso GTACTTCCAGCCAACCTCGT
IFNB senso GTCACTGTGCCTGGACCATA
antisenso ACAGCATCTGCTGGTTGAAGA
IFNAR senso TGCTGCGAAAGTCTTCTTGA
antisenso CGATTTGTTCCTCAGAAGTTGA
IFI16 senso GCTGGACCCAAAGGGAGTAA
antisenso CTGTTTTCGGGTTCTCAGTTGAA
IFIT1 senso GGCTGCTGTTTAGCTCCCTT
antisenso CCATTTGTACTCATGGTTGCTGTAA
OAS1 senso GGCTGAATTACCCATGCTTTA
antisenso ATCGTCGGTCTCATCGTCTG
OASL senso AAATTTCTGCCCATCCTTCAG
antisenso TGGCTTTCACATACTGCTGGTA

4.6.3 - RT-PCR em tempo real para determinagéo da viabilidade micobacteriana

Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi utilizado o sistema de PCR em
tempo real para deteccdo dos niveis de RNAr 16S do bacilo, com algumas modificacdes,
como descrito por Martinez et al. (2009). A partir das células infectadas com o bacilo viavel
foi extraido o DNA e 0 RNA, onde este ultimo foi reversamente transcrito em cDNA com a
utilizacdo de Random Primer, conforme descrito anteriormente. Os niveis de RNAr 16S
foram normalizados pela deteccdo de DNA 16S. Os oligonucleotideos utilizados como em
Martinez et al 2009..

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

sistema de PCR em tempo real StepOne Plus®.

A viabilidade intracelular do M. bovis BCG também foi determinada se baseando nos
niveis de RNAr 16S normalizados pela detec¢do de DNA 16S, como citado acima. Entretanto,
as reacbes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o sistema SYBR Green |

seguindo as mesmas especificacdes descritas no item 4.6.2.
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Os oligonucleotideos utilizados nos ensaios de viabilidade micobacteriana podem ser

encontrados na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de qRT-PCR para a

determinacao da viabilidade micobacteriana.

Gene Fita Sequéncia (5' - 3')
16S M. leprae senso GCATGTCTTGTGGTGGAAA
antisenso CACCCCACCAACAAGCTGAT
16S M. bovis BCG senso GTAACACGTGGGTGATCTGC
antisenso CGCTTTCCACCACAAGACAT

4.6.4 - Andlise dos dados obtidos a partir de RT-PCR em tempo real

A analise da expressdo génica foi realizada utilizando-se 0 método delta-delta Ct
(AACt) (Livak e Schmittgen, 2001). Inicialmente foi calculado o ACry, subtraindo-se 0s
valores de Ct (do inglés threshold cycle, limiar do ciclo) do gene alvo dos valores de Cy do
gene normalizador (RPL13a). Uma vez determinado o ACt das amostras, foi escolhido como
amostra normalizadora o cDNA referente a condicdo experimental de células THP-1 néo
infectadas. Para se calcular o AACy foi utilizada a seguinte formula: [ACt (amostra) - ACy
(amostra normalizadora)]. Por fim, os valores de expressdo génica relativa foram obtidos

aplicando-se a formula 27 4<".

Para estimar a viabilidade intracelular do M. leprae foi utilizado o método descrito
acima. Entretanto, para o calculo do AC+subtraiu-se os valores de Ct referentes ao cDNA de
16S dos valores de DNA 16S. A condicdo experimental de células mdTHP-1 infectadas com
M. leprae e transfectadas com RNA “scramble” (controle negativo) foi selecionada como
amostra normalizadora. Apds se obter o0 AAC+, 0s valores expressdo relativa de 16S foram
obtidos aplicando-se a férmula 2" “*“'. Adicionalmente, a partir desses valores, foram
determinados os percentuais de aumento da “atividade microbicida” em relacdo a condigdo

RNA “scramble” (controle negativo).

A viabilidade intracelular do M. bovis BCG foi determinada do mesmo modo como

descrito no paragrafo acima. Porém, para esses ensaios, a condi¢cdo experimental de células
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mdTHP-1 infectadas com M. bovis BCG na auséncia de DNA de M. leprae foi selecionada

como amostra normalizadora para a obtenc¢éo do AACr.

4.7 - Purificacdo de proteinas

A fase organica resultante da extragdo de DNA pelo reagente TRIzol® foi utilizada
para purificacdo de proteinas. Para tal, foi adicionado 300 pL de etanol 100% em cada tubo.
Os mesmos foram homogeneizados por inversdo e deixados a temperatura ambiente por 3
minutos. Apds a incubacdo, os tubos foram centrifugados a 2000 x g por 5 mina4°Ce o
conteido (fase fenol-etanol) transferido para novos tubos de 2,0 mL. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de isopronanol (Sigma-Aldrich, EUA) em cada tubo seguido de incubagdo a
temperatura ambiente por 10 min. Para sedimentacdo das proteinas, os tubos foram
centrifugados a 12000 x g for 10 min a 4° C e o sobrenadante descartado. Para a lavagem dos
sedimentos foi adicionado 2 mL de hidrocloreto de guanidina 0,3 M (preparado em etanol
95%) seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 20 min. Apos o periodo de incubagéo,
0s tubos foram centrifugados a 7500 x g por 5 min a 4° C. O trés procedimentos anteriores
(adicdo de hidrocloreto de guanidina 0,3 M, incubacdo a temperatura ambiente e
centrifugacdo) foram repetidos por mais duas vezes. Em seguida, foi adicionado 2 mL de
etanol 100% seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 20 min. Apds a incubacédo, 0s
tubos foram centrifugados a 7500 x g por 5 min a 4° C e o sobrenadante descartado. Os
sedimentos foram secos a temperatura ambiente por cerca de 10 min e ressuspensos em 100
puL de SDS 1%. Para uma melhor solubilizacdo as amostras foram incubadas em banho seco

(modelo DB- Heat & Cool, Loccus Biotechnologia, Brasil) a 50° C por cerca de 3 horas.

4.7.1 - Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo das proteinas extraidas foi realizada pelo método colorimétrico
Pierce® BCA protein assay (Thermo scientific, EUA) segundo o protocolo descrito pelo
fabricante. Primeiramente foram misturadas 50 partes do reagente A (BCA em tampéo
bicarbonato) com uma parte do reagente B (sulfato de cobre 4%). Em uma microplaca de 96
pocos de fundo plano (Greiner Bio-one, Brasil) foi aplicada a curva padrdo, o “branco” (SDS
1%) e as amostras (10 pL / pogo). Em seguida, em cada poco, foram adicionados 200 pL da
mistura dos reagentes A e B, seguido de incubacgédo a 37° C por 30 min. A leitura da placa foi
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realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 562 nm e os resultados

analisados pelo software SoftMax® data acquisition and analysis (Molecular Devices, EUA).

4.8 - Anélise dos niveis de OASL por Western Blot

Apbs as dosagens, 30 pg das proteinas extraidas pelo método do TRIzol® foram
diluidas em tamp&o de amostra 4 vezes concentrado (para 10 ml de solucdo: 1,25 ml de Tris
pH 6,8 a 0,5 M; 4 ml de Glicerol; 0,2 g de SDS; 0,5 ml de B-Mercaptoetanol, 0,25 ml de azul
de bromofenol a 0,05%, completado com agua deionizada) e fervidas por 10 min. As amostras
e proteinas com massa molecular conhecida (padrdo de massa molecular) foram aplicadas em
gel de poliacrilamida composto por um gel de empilhamento a 6% (1,08 ml de agua
deionizada; 0,5 ml de Tris 0,5 M pH 6,8; 0,4 ml de Bis-Acrilamida/Acrilamida a 0,8/30%; 20
pl de SDS a 10%; 2,8 ul de TEMED; 14 pl de persulfato de amonio a 10%) e um gel de
separacdo a 8,5% (2,32 ml de agua deionizada; 1,26 ml de Tris 1,5 M pH 8,8; 1,42 ml de Bis-
Acrilamida/Acrilamida a 0,8/30%; 50 pl de SDS a 10%; 2,5 ul de TEMED; 25 ul de
persulfato de amoénio a 10%). A eletroforese foi realizada em tampé&o de corrida (25 mM Tris;
192 mM Glicina; 0,1% de SDS), sob amperagem constante de 20 mA em cuba de eletroforese
(S600 — Amersham).

O gel contendo as proteinas que migraram durante a corrida € uma membrana de
nitrocelulose (GE, S&o Paulo, Brasil) foram montadas no suporte da cuba de transferéncia. O
sanduiche montado contendo: esponja, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulose, papel
filtro e esponja, foi entdo colocado na cuba de transferéncia (Bio-Rad, EUA), juntamente com
o tampdo de transferéncia (25 mM de Tris; 192 mM de glicina; metanol 20%). A transferéncia

foi realizada utilizando corrente de 100 V durante 1 h.

Apbs a transferéncia, as membranas foram coradas com solucdo de Amido Black
(metanol 40%, acido acético 10%, Amido Black 0,1%) para a confirmacédo da transferéncia e
identificacdo do padrédo de massa molecular e, posteriormente, descoradas por lavagens com
solugéo de TBS/T (10 mM Tris pH 8,0; 150 mM Nacl; Tween-20 0,05%). Em seguida, as
membranas foram bloqueadas com solugdo de TBS/T com leite desnatado 4% por 40 min e
incubadas por 2 h com anticorpo primario policlonal anti-OASL (Santa Cruz Biotechnology,
EUA) na dilui¢do de 1:1000 em TBS/T com 2% de BSA. Apos esta incubagdo, as membranas
foram lavadas por trés vezes com TBS/T durante 10 a 15 min e logo em seguida, foram

incubadas por 1 h com anticorpo secundario anti-lIgG de coelho conjugada a peroxidase (Bio-
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Rad, EUA) diluido 1:40.000 em TBS/T com leite desnatado 3%. As membranas foram
lavadas trés vezes com TBS/T por 10 min e reveladas em cassete de revelagao.

A revelagdo foi realizada adicionando-se sobre a membrana 400 pl do substrato
quimioluminescente (ECL Advance Western Blotting Detection Kit, GE, Sdo Paulo, Brasil).
Em uma camara escura, um filme (Hyperfilm ECL; GE, Séo Paulo, Brasil) foi colocado sobre
cada membrana por aproximadamente 30 segundos e em seguida revelado utilizando-se

revelador e fixador (Kodak).

Apos a revelagdo, a membrana foi incubada com NaOH 0,2 M, sob agitacdo por 5
min, para a remogdo dos anticorpos. A membrana foi entdo novamente blogueada com
TBS/T/ com 4% de leite desnatado por 40 min e entdo um novo Western Blot foi realizado
para GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, EUA) numa diluicdo de 1:400 de TBS/T/ com 2%
de BSA (albumina sérica bovina), seguindo um protocolo semelhante ao utilizado para
OASL, porém com uma adaptacdo: o anticorpo secundario utilizado foi anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo de 1:40.000.

Os gréficos de andlise densitométrica apresentados foram realizados utilizando o
programa ImageJ (NIH, EUA). Os resultados foram gerados a partir do calculo da razédo entre
valores de densitometria do perfil de bandas de expressdo de OASL e GAPDH e expressos em

unidades arbitrarias.

4.9 - Imunofluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia foram utilizadas 1,5 x 10° células por poco, em
placas de 24 pogos (Corning, EUA), onde as células foram diferenciadas sobre laminulas de
vidro. Ao final dos ensaios de infeccdo, o meio de cultura foi removido, as células lavadas
duas vezes com PBS 1X (LGC biotecnologia, Brasil) e fixadas com paraformaldeido 4% por
20 min a temperatura ambiente. Ap6s o periodo de fixacdo, as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1X e incubadas com solucdo de bloqueio/permeabilizacdo (SFB 5% e Triton
X-100 0,01% em PBS) por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
incubadas por 2h, a temperatura ambiente, com o anticorpo policlonal anti-OASL (Santa Cruz
biotechnology, EUA) diluido a 5 pg/mL em solucdo de bloqueio/permeabilizacdo. Em
seguida foram realizadas trés lavagens com PBS 1X por 5 min e incubagdo com o anticorpo
secundario Alexa 633 (Life Technologies, EUA) diluido (1:250) em solucdo de
blogueio/permeabilizagdo por 2h em temperatura ambiente. Por fim, os ndcleos foram corados
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com DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenillindole, Sigma-Aldrich), as laminulas lavadas trés vezes
com PBS 1X por 5 min e montadas em laminas de vidro contendo 3 pL de solugdo ProLong®
Gold Antifade (Life Technologies, EUA) e seladas com Entellan® (Merck, Alemanha).

Foram capturadas imagens de 10 campos aleatorios utilizando-se o microscopio
invertido de fluorescéncia Zeiss AxioObserver com sistema de iluminacdo Colibri com
objetiva Plan-neofluar 40X com 1.4 de abertura numérica (Zeiss). O sinal vermelho do
anticorpo secundario marcado com Alexa 633 foi fotografado utilizando-se o led 625nm e o
filtro Zeiss 50 e o sinal verde do M. leprae marcado com PKH2 ou do M. bovis BCG GFP foi
capturado utilizando-se o led 445nm e o filtro Zeiss 61. O sinal azul do DAPI foi registrado
utilizando-se led 365nm e filtro Zeiss 60. As imagens foram registradas em camera
monocromatica HMR (Zeiss) e as quantificacdes da fluorescéncia realizada pelo software
ImageJ.

4.10 - Dosagem de citocinas

Os sobrenadantes dos experimentos de silenciamento de OASL e transfec¢do de DNA
durante a infeccdo com M. bovis BCG foram coletados e estocados a -20°C até o momento da
utilizacdo. Os niveis de producao de citocinas foram determinados atraves de ensaio multiplex
contendo microesferas marcadas fluorescentemente e conjugadas a anticorpos monoclonais
especificos para cada alvo (citocina). O ensaio foi conduzido seguindo as recomendacGes do
fabricante (Bio-Plex Human Cytokine Assay; Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EUA). As
citocinas analisadas foram: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCL-8 (IL-8), IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1/CCL2, MIP-1B/CCL-4, IFN-y ¢ TNF-o.. Os
niveis de producdo das citocinas mencionadas foram determinados pelo equipamento leitor de
ensaios multiplex Luminex™ Instrumentation System (Plex Workstation from Bio-Rad
Laboratories, Inc.). As amostras de sobrenadantes de cada condicdo experimental foram
analisadas em duplicata e a concentracdo de cada citocina calculada através do software Bio-

Plex Manager.

4.11 - Andalises estatisticas

Os resultados foram representados como media + erro padrdo. O nimero de replicatas

experimentais independentes esta especificado em cada legenda das figuras, bem como a
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significancia e o teste estatistico utilizado no determinado experimento. A analise estatistica

dos dados apresentados foram realizadas através do software GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS



5.1 — M. leprae induz IFNB e genes estimulados por IFN tipo I (ISG) em macro6fagos
derivados de células THP-1 (mdTHP-1)

Conforme ja mencionado, genes estimulados por IFN tipo | (ISG) foram encontrados
diferencialmente expressos durante a infec¢do de células de Schwann primarias por M. leprae
em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 100:1 (bactérias/células) por 48 horas
(Robottom-Ferreira, 2011). De maneira a estender e validar este resultado, utilizamos o
modelo macro6fagos derivados de células THP-1 ap6s tratamento com PMA (mdTHP-1). Esse
modelo tem sido empregado em nosso laboratério em estudos da interagdo micobactéria-
célula hospedeira e validacdo de estudos de expressdo génica em larga escala (Guerreiro,
2012; Guerreiro et al., 2013). Guerreiro (2012) demonstrou que mdTHP-1 possuem uma alta
capacidade fagocitica de micobactérias, independentemente da viruléncia e/ou viabilidade
bacteriana (~90% ap06s 24h de infecgdo). Adicionalmente, a expresséo de diferentes moléculas
associadas com padrdes funcionais de diferenciacdo (CD14, CD163, CD209) foi também

avaliada (dados ndo mostrados).

Inicialmente, buscamos avaliar a expressdo de RNAm para ISGs no modelo utilizado
neste estudo. Para isto, mdTHP-1 foram infectados com M. leprae vivo com MOI de 10:1 e
100:1 em uma serie temporal de 3, 24 e 48 horas, e a expressdo génica analisada por gRT-
PCR em tempo real. Estas condi¢fes nos permitiram observar uma rapida regulacdo positiva
de IFNB ja nos momentos iniciais de infeccdo (3h). Isto foi acompanhado do aumento da
expressao génica de ISG caracteristicos como OAS1 e IFIT1, bem como do receptor de IFN
tipo I, IFNAR, além de IFI16, um receptor citoplasmatico sensor de DNA dupla fita (Figura
5.1).
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Figura 5.1 — mdTHP-1 expressam IFNB e ISG apds a infeccdo com M. leprae vivo. Valores de expressdo
génica normalizados (deltadeltaCt) dos genes descritos, a partir da infeccdo de mdTHP-1 por M. leprae vivo
(MOI de 10:1 e 100:1) por 3, 24 e 48 horas. Os resultados representam a média * erro padrdo de 3 experimentos
independentes e a significancia estatistica foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.001; *
p<0.05).

5.2 — M. leprae vivo, mas ndo M. leprae irradiado ou M. bovis BCG, induz a producéo de
OASL

Dentre os ISG diferencialmente expressos no ensaio de microarranjos utilizando o
modelo de células de Schwann infectadas com M. leprae vivo, o gene OASL, o qual codifica a
proteina 2’ 5’ oligoadenilato sintetase like, foi considerado o mais expresso (Robotton-
Ferreira, 2011). Para caracterizar o efeito da infecgdo micobacteriana na produgéo de OASL
no modelo de macréfagos humanos, mdTHP-1 foram infectados com M. leprae (vivo ou
irradiado) ou com a cepa vacinal avirulenta M. bovis BCG, em MOI de 10:1 e 100:1, por 48
horas. Apds o periodo de infeccéo, foi observado que somente o M. leprae vivo, mas ndo M.
leprae irradiado ou M. bovis BCG, foi capaz de induzir, de forma dose-dependente, um
aumento significativo da expressdo génica (Figura 5.2.1A) e dos niveis proteicos (Figura
5.2.1B) de OASL.
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Figura 5.2.1 — mdTHP-1 produzem OASL ap6s a infec¢do por M. leprae vivo, mas ndo por M. leprae
irradiado ou M. bovis-BCG. (A) Valores de expressdo génica normalizados de OASL (deltadeltaCt) em
mdTHP-1 infectadas com M. leprae (vivo ou irradiado) ou M. bovis BCG (MOI 10:1 ou 100:1) por 24 horas. Os
resultados representam a média + erro padrdo de 3-5 experimentos independentes e a significncia estatistica foi
calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.0001; * p<0.05). (B) Andlise da expressdo de OASL
pela técnica Western blot em células mdTHP-1 infectadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.
Adicionalmente é mostrada a analise densitométrica da intensidade de expressdo das bandas, normalizada pela

expressdo de GAPDH. Experimento representativo.

Adicionalmente, a realizacdo de imunofluorescéncia confirmou o efeito da infeccédo
com M. leprae vivo na inducdo de OASL em mdTHP-1 (Figura 5.2.2A). Assim como
observado anteriormente por expressdo génica (QRT-PCR) e niveis proteicos (Western blot),
M. leprae irradiado e M. bovis BCG néo induziram a producgéo de OASL (Figura 5.2.2B e C).
Por fim, a quantificacdo da fluorescéncia confirmou que a inducéo de altos niveis de OASL é

totalmente dependente da viruléncia e viabilidade micobacteriana (Figura 5.2.2D).
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Figura 5.2.2 - mdTHP-1 produzem OASL apés a infec¢do por M. leprae vivo, mas ndo por M. leprae
irradiado ou M. bovis-BCG. Imunofluorescéncia detectando OASL marcado com Alexa 633 (vermelho) em
mdTHP-1 infectados com M. leprae vivo (A), M. leprae irradiado previamente marcado com PKH67 (verde) (B)
ou M. bovis BCG GFP (verde) (C) em MOI de 10:1 e 100:1 por 48 horas. A marcagdo nuclear foi realizada com
DAPI (azul). Barra de escala: 10 um. (D) Analise quantitativa dos resultados de imunofluorescéncia. Os
resultados representam a média + erro padrdo de 3-5 experimentos independentes e a significancia estatistica foi
calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (*** p<0.0001; ** p<0.001).
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5.3 — M. leprae perfura o fagossomo da célula hospedeira e induz a expressdo de OASL
de maneira dependente do sensoriamento de DNA citoplasmatico e ativacdo da
sinalizagdo STING/TBK1/IRF3

Recentemente, um estudo demonstrou que determinados sensores citoplasmaticos da
célula hospedeira sdo capazes de reconhecer o DNA micobacteriano e dessa maneira iniciar
uma resposta baseada em IFN tipo I (Manzanillo et al., 2012). Uma vez que M. leprae
irradiado e M. bovis BCG néo induzem a producdo de OASL, buscamos testar a capacidade
de DNA, ou RNA, de M. leprae em disparar uma resposta de IFN tipo | e consequentemente a
producdo de OASL. Para isso, mdTHP-1 foram expostas/transfectadas com DNA ou RNA de
M. leprae (1 pg/4x10° células) por 24 horas. Apds esse periodo, somente a transfeccdo de
DNA de M. leprae, mas ndo de RNA, foi capaz de induzir altos niveis de OASL, juntamente
com IFIT1, um ISG caracteristico (Figura 5.3.1).
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Figura 5.3.1 — Transfeccdo de DNA de M. leprae, mas ndo de RNA, induz OASL em mdTHP-1. Valores de
expressdo génica normalizados (deltadeltaCt) de OASL e IFIT1 ap6s 24 horas de transfeccdo utilizando
lipofectamina (Lipo; agente de transfecgdo: controle), DNA ou RNA de M. leprae (1 pg/4x10° células) ou DNA
de M. leprae tratado com DNAse. Adicionalmente, as células foram tratadas com DNA ou RNA de M. leprae na
auséncia do agente de transfeccdo. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos

independentes e a significancia estatistica foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (** p<0.001).
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E sabido que tanto o M. tuberculosis quanto o M. leprae sdo capazes de perfurar o
fagossomo da célula hospedeira através de um mecanismo dependente da expressdo de
ESAT-6, um importante fator de viruléncia micobacteriano (van der Wel et al., 2007). Dessa
forma, componentes bacterianos, como o DNA, sdo prontamente capazes de penetrar no
citoplasma da célula hospedeira e assim ativar sensores citoplasméaticos de DNA responsaveis
por iniciar uma cascata de sinalizacdo que leva a inducdo de IFN tipo I (Manzanillo et al.,
2012). De fato, a anélise da expressdo génica de ESAT6 nas culturas de mdTHP-1 infectados
com M. leprae vivo (MOI 10:1 e 100:1) ap6s 24 horas de infeccdo indicaram a producao

dessa proteina micobacteriana durante a infeccao (Figura 5.3.2).
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Figura 5.3.2 — M. leprae expressa ESAT6 durante a infeccdo de mdTHP-1. Valores de expressdo génica
normalizados de ESAT6 (deltaCt) em células mdTHP-1 infectadas com M. leprae (MOI 10:1 e 100:1) por 24

horas. Os resultados representam a média + erro padrédo de 3 experimentos independentes.

Para testar a capacidade do M. leprae em perfurar o fagossomo durante a infeccéo de
mdTHP-1, foi realizada microscopia confocal para a deteccdo de lipoarabinomanana (LAM),
um abundante componente da parede celular micobacteriana, e RAB7, uma proteina
encontrada especificamente em fagossomos tardios. Para isso, mdTHP-1 foram infectados
com M. leprae vivo (MOI 100:1) durante 24 horas. De fato, o citosol apresentou marcagéo

positiva para LAM (LAM'/RAB7) (Figura 5.3.3), confirmando, assim, a perfuracdo
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fagossomal e o possivel mecanismo responsavel pela ativacdo de receptores citoplasmaticos

que levam a inducdo da resposta celular baseada em IFN tipo I.

Figura 5.3.3 — Componentes do M. leprae sdo encontrados no citosol de mdTHP-1 durante a infecg&o.
Microscopia confocal demonstrando componentes da parede celular do M. leprae (LAM; vermelho; A) presentes
em fagossomos (RAB7; verde; B) de mdTHP-1 (LAM*/RABT7"; seta; D) ou no citosol (LAM*/RAB7"; ponta de

seta; D). Os nucleos foram corados com TO-PRO3 (azul; C). Barra de escala: 10 pum.

A producdo de IFN tipo | pode ser mediada por diferentes receptores de
reconhecimento de padrdo como TLRs, receptor NOD2 (Pandey et al., 2009) ou sensores
citoplasmaticos de DNA (Takaoka et al., 2007; Unterholzner et al., 2010; Parvatiyar et al.,
2012). Com o objetivo de caracterizar a sinalizacdo envolvida na inducdo de IFN tipo I e
OASL durante a infeccdo por M. leprae, primeiramente, eliminamos a possibilidade da
participacdo de outras vias de reconhecimento de acidos nucleicos, como o reconhecimento de

DNA mediado por TLR9. Inicialmente, verificamos que o tratamento de mdTHP-1 com CpG
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(1 uM; agonista de TLR9) ndo foi capaz de induzir a expressdo génica de OASL (Figura
5.3.4A). Adicionalmente, testamos a capacidade do M. leprae em induzir a expressao génica
de OASL em mdTHP-1 na presenca de E6446, um antagonista farmacologico de TLR
sensores de acidos nucleicos (Franklin et al., 2011). Para tal, mdTHP-1 foram tratados com o
E6446 (2 uM) por 6 horas e depois infectados com M. leprae vivo (MOI 10:1) por 24 horas.
Como pode ser observado na figura 5.3.4A, a presenca de E6446 durante o periodo de
infeccdo ndo afetou a indugéo de OASL mediada por M. leprae. Recentemente, um estudo
demonstrou que OASL esta envolvido na regulacdo de IFN do tipo | através do blogueio do
fator de transcricdo IRF7. Este por sua vez, é responsavel pela producdo de IFN-a, uma
importante citocina da classe dos IFN do tipo I com um papel crucial na resposta antiviral
(Lee et al., 2013). Dosagens realizadas a partir de sobrenadantes de cultura de mdTHP-1
infectados com M. leprae (vivo e irradiado) ou M. bovis BCG ndo detectaram a producdo de

IFN-o durante a infecgdo (dados ndo mostrados).

Manzanillo e colaboradores (2012) mostraram que, durante a infeccdo por M.
tuberculosis, a ativacdo de receptores citoplasméaticos de DNA induz o eixo de sinalizagdo
STING/TBK1/IRF3, o qual participa diretamente na inducdo de IFN-p e ISG, como OASL.
Além disso, STING foi demonstrado ser um sensor de dinucleotideos ciclicos (Burdette et al.,
2011). Como proximo passo, buscamos determinar a participacdo do eixo STING/TBK1/IRF3
na indugdo de OASL durante a infec¢do por M. leprae. Para isso, mdTHP-1 foram tratadas
com BX795 (6 uM), um inibidor farmacoldgico da atividade de TBK1 (Clark et al., 2009),
por 1 hora e depois infectadas com M. leprae vivo (MOI 10:1) por 24h. Além disso, como
controle positivo, as células foram estimuladas com c-di-AMP (1 pg/ml), um dinucleotideo
ciclico ligante de STING (Woodward et al., 2010; Jin et al., 2011). Dessa forma, o tratamento
de mdTHP-1 com BX795 foi capaz de inibir significativamente a inducdo de OASL durante a
infeccdo por M. leprae vivo, bem como durante o estimulo com c-di-AMP, confirmando,
assim, a participacao da sinalizacdo STING/TBK1/IRF3 e do ligante bacteriano c-di-AMP na
inducdo de OASL (Figura 5.3.4B).
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Figura 5.3.4 — M. leprae induz OASL em mdTHP-1 via sinalizacdo STING/TBK1/IRF3. (A) Valores
normalizados de expressdo génica (deltadeltaCt) de OASL em mdTHP-1 estimuladas com CpG (1 uM) ou
infectadas com M. leprae vivo (MOI 10:1) por 24 horas na presenca, ou ndao, de E6446 (2 uM). (B) Valores
normalizados de expressdo génica (deltadeltaCt) de OASL em mdTHP-1 estimuladas com c-di-AMP (1 pg/ml)
ou infectadas com M. leprae vivo (MOI 10:1) por 24 horas na presenca, ou ndo, de BX795 (6 uM). Os resultados
representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes e a significancia estatistica foi calculada
por teste t de Student (* p=0.01; ** p=0.001; *** p=0.0006).

5.4 — Silenciamento génico de OASL afeta a producdo de CCL2/MCP-1 e diminui a

viabilidade intracelular do M. leprae

Para determinar a importancia do OASL durante a infeccdo micobacteriana, avaliamos
o efeito do silenciamento da expressdo deste gene em mdTHP-1 (através de RNA de
interferéncia; RNAI) na producdo de citocinas/quimiocinas, bem como seu papel na
viabilidade intracelular do M. leprae. Primeiramente, mdTHP-1 foram transfectados com
RNAI especifico para OASL, e com RNAI scramble (controle negativo da transfecgéo), por 24
horas e, em seguida, infectados com M. leprae vivo (MOI 20:1) por 24 e 48 horas. Analise da
expressdo génica de OASL apds os periodos de infeccdo demonstrou uma alta eficiéncia na

reducéo da expressdo de mMRNA de OASL com a utilizagdo do RNAI especifico (Figura 5.4A).

63



Uma vez que o M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro, a estimativa da viabilidade
do patogeno foi determinada por ensaio de RT-PCR baseado na razdo M. leprae 16S RNA por
M. leprae 16S DNA (Martinez et al., 2009). Dessa forma, o silenciamento de OASL reduziu
significativamente a sobrevivéncia intracelular do M. leprae apds 48 horas de infeccédo
(Figura 5.4B). Com isso, nossos dados sugerem que a inducdo de IFN tipo I, bem como
OASL, na infeccdo por M. leprae pode ser considerado um mecanismo de evaséo da resposta
do hospedeiro responsavel pela eliminacdo da micobactéria.

Em seguida, avaliamos o efeito do silenciamento de OASL na libera¢do de importantes
citocinas/quimiocinas durante a infeccdo de mdTHP-1 por M. leprae vivo. Para tal, os
sobrenadantes dos experimentos de silenciamento foram submetidos a uma analise multiplex
de 17 citocinas/quimiocinas pelo sistema Luminex®. Como observado na Figura 5.4C, o
silenciamento de OASL reduziu significativamente a produgdo de CCL2/MCP-1 induzida pela
a infeccdo por M. leprae vivo. Nenhuma outra citocina/quimiocina foi encontrada

diferencialmente secretada nas condicGes analisadas (dados ndo mostrados).
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Figura 5.4 — Silenciamento de OASL afeta a produgdo de CCL-2/MCP-1, bem como a viabilidade
intracelular do M. leprae durante a infeccdo de mdTHP-1. (A) A expressdo génica de OASL foi calculada
pelo método deltadeltaCt e o percentual de silenciamento determinado a partir da condicdo de mdTHP-1
transfectados com RNAI especifico para OASL em relacdo a condigdo RNAI scramble. (B) A viabilidade
intracelular do M. leprae ap6s os periodos de infeccdo (24 e 48 horas) foi estimada a partir da razdo entre 16S
RNA e 16S DNA detectado por gRT-PCR e o percentual de aumento ou diminuicdo determinado a partir da
condigdo de mdTHP-1 transfectados com RNAI especifico para OASL em relagéo a condigdo RNAI scramble.
Os resultados representam a média + erro padrao de 4 experimentos independentes e a significancia estatistica
foi calculada por teste t de Student (*** p<0.0001). (C) Deteccdo de CCL-2/MCP-1 em sobrenadantes de
mdTHP-1 sob as condi¢es descritas. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos

independentes e a significancia estatistica foi calculada por ANOVA seguida por Bonferroni (* p<0.05).
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5.5 — A transfeccdo de DNA de M. leprae reverte o fendtipo avirulento de M. bovis BCG

durante a infeccdo em mdTHP-1

Rindeau e Kornfeld (2003) demonstraram que mdTHP-1 s&o capazes de conter a
infecgdo por micobactérias avirulentas, como o M. bovis BCG, ao passo que micobactérias
virulentas, como o M. tuberculosis, podem estabelecer um nicho de replicacdo nessas células.
Uma vez que a inducdo de IFN tipo | e, consequentemente, ISG como o OASL, estd
fortemente relacionada com o sucesso da infeccdo de micobactérias virulentas, decidimos
testar o quanto a indugdo de IFN tipo | influenciaria na infeccdo por uma micobactéria

avirulenta.

Como demonstrado anteriormente, a transfeccdo de DNA micobacteriano é
prontamente capaz de induzir ISG (Figura 5.3.1). Nesse contexto, mdTHP-1 foram
transfectados com DNA de M. leprae por 24 horas e em seguida infectados com a cepa
vacinal avirulenta M. bovis BCG por 72 horas. Interessantemente, a transfeccdo de DNA de
M. leprae resultou no aumento significativo da viabilidade intracelular do M. bovis BCG apds
72 horas de infeccdo quando comparado a condicdo controle (células infectadas e incubadas
somente com o0 agente de transfeccdo). Em seguida, a avaliacdo da secrecdo de
citocinas/quimiocinas dos sobrenadantes dessas condi¢fes demonstrou que o aumento da
viabilidade foi acompanhado de um aumento significativo na secrecdo CCL-2/MCP-1.
Curiosamente, esse é 0 mesmo fenotipo observado durante a infeccdo por M. leprae. Dessa
maneira, esses resultados sugerem que a inducdo de IFN tipo | e ISG mediada pelo DNA
micobacteriano é crucial para reverter o fen6tipo microbicida de célula hospedeira e garantir,

dessa forma, um nicho seguro para a replicacdo micobacteriana.
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Figura 5.5 — Transfeccdo de DNA de M. leprae aumenta a sobrevivéncia intracelular do M. bovis-BCG
juntamente com a inducéo de CCL2/MCP-1 em mdTHP-1. (A) A viabilidade intracelular do M.bovis-BCG
apos o periodo de infeccdo (72 horas) nas diferentes condigdes foi estimada a partir da razdo entre 16S RNA e
16S DNA detectado por qRT-PCR. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes e a significAncia estatistica foi calculada por teste t de Student (*p=0.05). (B) Detec¢do de
CCL2/MCP-1 em sobrenadantes de mdTHP-1 sob as condigBes descritas em A. Os resultados representam a
média £ erro padrdo de 3 experimentos independentes e a significancia estatistica foi calculada por ANOVA

seguida por Bonferroni (*** p<0.0001).
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6. DISCUSSAO



6.1 - Investigacdo do papel do IFN tipo I e OASL na patogénese da hanseniase

Abordagens de expressdo génica global representam valiosas ferramentas para a
compreensdo dos processos biolégicos envolvidos na interacdo patdgeno-hospedeiro,
patogénese ou ainda progressdo para doenca. Nos ultimos anos diversos estudos, de forma
independente, apontaram uma associagdo critica entre a inducdo da resposta imune baseada
em IFN tipo | e a patogénese de doencas micobacterianas como tuberculose e hanseniase
(Berry et al., 2010; Maertzdorf et al., 2011; Ottenhoff et al., 2012; Robottom-Ferreira, 2011,
Teles et al., 2013. Adicionalmente, Manzanillo e colaboradores demonstraram que a inducéo
de IFN tipo | na infeccdo por M. tuberculosis é dependente da sinalizagéo celular baseada em
receptores citoplasmaticos sensores de DNA (CDS), onde, uma vez ativados levam a inducéo
de IFN-p e cria, dessa forma, um ambiente favoravel a replicagdo micobacteriana (Manzanillo
et al., 2012). Nesse contexto, o presente estudo é o primeiro a sugerir que a infeccéo in vitro
por M. leprae vivo leva a ativacdo de CDS e consequente inducdo de IFN-fB, mas ndo IFN-a.
Além disso, nossas analises tiveram o foco voltado na participacdo de um novo gene, OASL, o
qual é induzido por IFN tipo | em tempos tardios de infeccdo in vitro (a partir de 24 horas).
Nossos resultados demonstraram que o OASL tem uma participagdo crucial na regulacéo
negativa da resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo micobacteriana, identificando,

assim, um novo mecanismo antimicrobicida.

A investigacao de processos bioldgicos nos tempos iniciais de infeccéo é crucial para
observar e entender os mecanismos utilizados pelo patégeno a fim de garantir o
estabelecimento da infeccdo, como por exemplo, a modulacdo da expressédo génica do
hospedeiro. Inicialmente, nosso grupo buscou identificar novos mecanismos envolvidos com
a patogénese da hanseniase. Para isso, foi utilizado o modelo de células de Schwann primarias
humanas infectadas com M. leprae vivo, em MOI de 100:1 por 24 e 48 horas e a expressao
génica global das células infectadas avaliada por ensaio de microarranjos. Este estudo
identificou a classe de genes induzidos por IFN do tipo | como enriquecidos entre 0s genes
encontrados diferencialmente expressos (Robottom-Ferreira, 2011). Esses resultados
corroboram com estudos recentes de expressdao génica global que identificaram IFN tipo | e
genes dessa classe induzidos em pacientes com tuberculose ativa quando comparados aqueles
com a forma latente da doenca (Berry et al., 2010; Maertzdorf et al., 2011; Ottenhoff et al.,
2012). Um estudo do nosso laboratério, o qual consistiu na reanalise de estudos de
microarranjos depositados no banco de dados “Gene Expression Omnibus” (GEO), também
confirmou a participacdo da via de IFN tipo I como enriquecida na infeccdo por M.

tuberculosis  (Ferreira, 2011). Outro estudo recente demonstrou que IFN-p ¢
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preferencialmente expresso na forma lepromatosa, que € conhecida por ser a forma
disseminada da hanseniase (Teles et al., 2013). A inducdo de IFN-y ¢é crucial para a
eliminacdo de patogenos intracelulares (Cooper et al., 1997), como o M. tuberculosis, ao
passo que a producdo de IFN tipo I se mostra ineficiente contra infeccdes bacterianas. Por
outro lado, os IFNs tipo | sdo classicamente conhecidos por induzirem um estado celular
antiviral — levando a expressdo de genes envolvidos no controle da infecgdo viral — alem de
possuirem efeitos imunomoduladores (Perry et al., 2005). Em infec¢bes por bactérias
intracelulares patogénicas como Lysteria monocytogenes e M. tuberculosis, a producdo de
IFN tipo | possui efeitos imunomoduladores responsaveis por subverter a resposta celular do

hospedeiro contra esses patdgenos (Manca et al., 2001; O’Connell et al., 2004).

Dentre os genes induzidos por IFN tipo I encontrados diferencialmente expressos no
microarranjo realizado por nosso grupo, o OASL apresentou a maior expressao diferencial
(esses resultados podem ser encontrados no Anexo I1). O gene OASL codifica a proteina 2’ 5’
oligoadenilato sintetase like. Esta proteina foi descrita em 1998 por Hartmann e colaboradores
e faz parte familia das oligoadenilato sintetases, uma familia de proteinas conservadas
induzidas por IFN tipo I. A OASL compartilha com as outras proteinas dessa classe (OAS1, 2
e 3) um dominio N-terminal altamente conservado, porém difere completamente em sua
por¢do C-terminal, a qual é formada por dois dominios de sequéncias “ubiquitina-like”
(Hartmann et al., 1998). A ativacdo de OAS1-3 leva a ligacdo dessas proteinas a RNAse L, a
qual consequentemente é ativada. Uma vez ativa, RNAse L é capaz de degradar RNAs de
origem viral e celular, diminuindo assim a sintese proteica e o crescimento viral (Dong et al,
1995). Entretanto, diferentemente das outras proteinas da classe, a OASL ndo é capaz de
ativar RNAse L, além de ndo ter sido detectada nenhuma atividade enzimatica (Hartmann et
al., 1998; Eskildsen et al., 2003). Apesar disso, diferentes estudos demonstraram que a OASL
é altamente induzida por diferentes tipos de infec¢fes virais, como por virus da hepatite C
(HCV) (Ishibashi et al., 2010), virus da dengue (DV) (Warke et al., 2003) e virus Influenza A
(Melchjorsen et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que a OASL possui um
consistente papel antiviral, porém com uma atuacao diferenciada das outras proteinas OAS,
de forma independente da ativacdo de RNAse L, e, aparentemente dependente do dominio
“ubiquitina-like” presente na por¢dao C-terminal (Marques et al., 2008). Mais recentemente foi
demonstrado que o OASL possui um papel regulador da producdo de IFN tipo | através da

ativacdo do fator de transcri¢do IRF7 (Lee et al., 2013).

Como seguimento, o presente estudo inicialmente estendeu e validou a indugéo de IFN
tipo I e OASL na infeccdo por M. leprae vivo, utilizando o modelo de macrdfagos derivados
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de células THP-1 (mdTHP-1) através do tratamento por PMA. Esse modelo tem sido
empregado de forma eficiente para o estudo da interagdo entre micobactéria e célula
hospedeira e recentemente foi demonstrado que células THP-1 infectadas com M.
tuberculosis apresentam um perfil de expressdo de IFN tipo | e genes induzidos por IFN
(ISG) semelhante ao perfil encontrado em pacientes com tuberculose ativa (Wu et al., 2012).
No presente estudo, mdTHP-1 foram infectados com M. leprae vivo em uma série temporal
(3, 24 e 48 horas) em MOI de 10:1 e 100:1 e a expressao de IFNB e ISGs avaliada. Com isso,
observamos uma inducdo precoce de IFNB e consequente ativacdo de 1SGs caracteristicos
(OAS1, IFIT1), alem do aumento da expressdao do receptor de IFN tipo I (IFNAR). Em
seguida, para avaliar as condigdes que levam a inducdo de OASL, mdTHP-1 foram infectados
com M. leprae (vivo e irradiado) e M. bovis BCG, uma cepa micobacteriana vacinal
avirulenta, em MOI de 10:1 e 100:1. Utilizando esse modelo, mostramos que somente M.
leprae vivo, mas ndo irradiado e nem M. bovis BCG, foi capaz de induzir, de maneira dose-
dependente, a expresséio de mMRNA de OASL, bem como a produgdo da proteina.
Recentemente, foi demonstrado que a inducdo de IFN tipo I e ISGs na infecgdo por M.
tuberculosis é dependente do sistema de viruléncia ESX-1, onde ESAT-6 representa a
principal proteina desse sistema (Manzanillo et al., 2012). Isso é capaz de explicar o motivo
pelo qual M. leprae irradiado (ndo produz ESAT-6) e do M. bovis-BCG (o qual teve a regido
RD1, onde esta localizado o gene ESAT-6, deletada durante o processo de atenuagdo) ndo
induzem a producdo de OASL em nosso modelo. Em conjunto, esses resultados demonstram
que a ativacdo da via de IFN tipo | e ISGs é especifica a espécies virulentas de micobactérias,

sendo dependente, ainda, da viabilidade do patogeno.

Em nosso estudo, analises da expressdo génica do M. leprae durante a infecgdo de
mdTHP-1 apontaram a expressdo de ESAT-6. Em adicdo, através de microscopia confocal,
detectamos a presenca de componentes da parede micobacteriana no citosol da célula
hospedeira, sugerindo, dessa maneira, que o M. leprae pode permeabilizar o fagossomo em
que reside. Recentemente, van der Wel e colaboradores demonstraram que tanto M. leprae,
quanto o M. tuberculosis, sdo capazes de escapar do fagossomo, e assim, penetrar no citosol
da célula hospedeira de maneira dependente de ESX-1 (van der Wel et al., 2007). Outro
estudo demonstrou que Mycobacterium marinum, uma micobactéria capaz de causar
infeccBes oportunistas em humanos, também possui um mecanismo de evasdo do fagossomo,
dependente de ESX-1 (Smith et al., 2008). Uma vez que ESAT-6 possui propriedades liticas
(de Jonge et al., 2007), sugere-se que essa proteina € o componente principal de ESX-1
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responsavel por induzir a perfuracdo do fagossomo e mediar 0 acesso ao citosol. Portanto,

nossos dados confirmam os observados anteriormente na literatura.

A inducdo de IFN tipo | pode ocorrer por meio de diferentes vias de sinalizacéo,
mediadas pela ligagdo de acidos nucleicos a PRRs como TLRs ou receptores citosolicos
sensores de DNA (CDS). Entretanto, as vias de sinalizacdo que levam a transcri¢do de IFN
tipo 1 no contexto da infeccdo por micobactérias ainda permanecem controversas. Wu e
colaboradores (2012), através de andlises de predi¢do da ligacdo de fatores de transcricdo a
genes induzidos por IFN tipo I, mostraram a potencial participacdo dos fatores de transcrigcéo
IRF1 e IRF7 como ativadores centrais dessa resposta. Outro trabalho sugere a participacdo do
eixo de sinalizacio NOD2/RIP2/IRF5, bem como a cooperacdo de TBK1/IRF3 para a
producdo de IFN tipo | (Pandey et al., 2009). Ainda nesse contexto, Manzanillo e
colaboradores (2012) demonstraram que a permeabilizacdo do fagossomo, via ESX-1 na
infeccdo por M. tuberculosis, permite o acesso de DNA extracelular micobacteriano a CDS da
célula hospedeira, resultando na producdo de IFN tipo | através do eixo de sinalizacdo
STING/TBK1/IRF3. Interessantemente, em nosso estudo verificamos que a transfeccdo de
DNA de M. leprae, mas ndo de RNA, foi capaz de induzir a expressao de OASL, juntamente
com IFIT1, o que caracteriza a ativacdo da via de IFN tipo I. De fato, estudos recentes
sugerem que os sensores de DNA IFI16 e DDX41 possuam um papel crucial em disparar a
resposta baseada em IFN tipo | e ISGs através da molécula adaptadora/sensorial STING, a
qual é responsavel por mediar a fosforilacdo do fator de transcricdo IRF3 através de TBK1
(Unterholzner et al., 2010; Parvatiyar et al., 2012). Adicionalmente, tém sido demonstrados
gue mensageiros secundarios bacterianos, tais como c-di-AMP e c-di-GMP, sdo capazes de
induzir uma robusta producdo de IFN tipo | através da sinalizacdo STING/TBK1/IRF3
(Parvatiyar et al., 2012). Essas moléculas possuem um papel importante na regulacdo da
fisiologia bacteriana, € uma vez que mamiferos ndo produzem esses mensageiros, O
reconhecimento dessas moléculas pelo sistema imune indica a presenca de patdgenos. Dessa
forma, essas evidéncias sugerem que o acesso do DNA micobacteriano ao citosol da célula
hospedeira, mediado pela permeabilizacdo fagossomal via ESX-1, é o principal mecanismo
responsavel pela ativacao da via IFN tipo | e ISGs.

Baseados em estudos publicados ja& mencionados e em conjunto com nossos dados,

temos fortes evidéncias que a infeccdo por M. leprae em nosso modelo induz IFN tipo I e,

consequentemente OASL, de maneira dependente da ativacdo do eixo STING/TBK1/IRF3.

Para confirmar essas evidéncias, primeiramente excluimos a participacdo de sensoriamento de

DNA através de TLR9, o qual é responsavel por iniciar a producéo de IFN-a apés a detecgao
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de DNA CpG encontrado em bactérias e virus. Inicialmente, o tratamento de mdTHP-1 com
DNA CpG néo induziu a expressdo de OASL, ao passo que o tratamento dessas celulas com
E6446, um conhecido antagonista farmacoldgico de TLRs sensores de &cidos nucleicos, ndo
afetou a expressdao de OASL mediada pela infeccdo com M. leprae. Além disso, ndo foi
detectada a producdo de IFN-a nos sobrenadantes de mdTHP-1 infectadas com M. leprae.
Com isso, esses resultados sugerem que a inducdo de OASL mediada por DNA é
independente da sinalizacdo de TLR9. Em seguida, a transfeccdo de c-di-AMP induziu uma
robusta producdo de OASL, indicando a ativacdo de IFN tipo I. Finalmente, o tratamento de
mdTHP-1 com BX795, um inibidor farmacoldgico da atividade catalitica de TBKL1, inibiu
significativamente a expressdo de OASL induzida pela infeccdo com M. leprae. Dessa
maneira, nossos resultados corroboram com as evidéncias recentes que demonstram que
micobactérias virulentas, como M. tuberculosis, induzem IFN tipo | e ISGs de maneira
dependente da sinalizacdo STING/TBK1/IRF3, o que contribui para o sucesso da infecgéo.
De fato, camundongos knockout para o fator de transcricdo IRF3 (IRF3”) séo extremamente
resistentes a infecgdo por M. tuberculosis (Manzanillo et. al, 2012).

Micobactérias virulentas, como o M. leprae, sdo capazes de modular diferentes
processos celulares a favor de sua sobrevivéncia. Apesar de se conhecer os efeitos pro-
micobactéria do IFN tipo I, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares modulados por
essas citocinas que levam, de fato, ao sucesso da infeccdo micobacteriana. Teles e
colaboradores mostraram que a resposta microbicida dependente de IFN-y ¢ vitamina D pode
ser inibida pela producéo de IFN-B (Teles et al., 2013). Outro estudo apontou que a infeccao
por M. tuberculosis é capaz de regular negativamente a producdo de IL-1B de maneira
depende da inducdo da via de IFN tipo I (Novikov et al., 2011). O presente estudo é o
primeiro a demonstrar a participacdo direta de um ISG, o OASL, na regulacdo da resposta
microbicida da célula hospedeira durante a infeccdo com uma micobactéria patogénica.
Demonstramos, ainda, que o silenciamento especifico de OASL durante a infeccdo por M.
leprae levou a diminuicdo da viabilidade intracelular do patégeno, juntamente com a reducéo
de liberacdo da quimiocina CCL2/MCP-1.

Um estudo recente demonstrou que o silenciamento de Parkina, uma ubiquitina ligase,
onde estudos genéticos mostraram uma consistente associacdo com a hanseniase, apresentou
um efeito semelhante ao observado no silenciamento de OASL, reduzindo a producdo de
CCL2/MCP-1 durante a infeccdo com M. leprae (de Leseleuc et al., 2013). A indugdo desta
quimiocina esta associada com a inibicdo da resposta imune celular e possui participacao ativa
na diferenciacdo e polarizacdo de linfécitos Th2. Camundongos knockout para CCL2/MCP-1
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(MCP1™) ndo sdo capazes de induzir uma resposta adaptativa do tipo Th2 e sdo resistentes a
infeccdo por Leishmania major (Gu et al., 2000). Outro estudo demonstrou que a infecgdo
com M. leprae tem papel regulatério ativo na liberacdo de citocinas e quimiocinas em
monocitos, regulando negativamente a producdo de citocinas pro-inflamatérias e induzindo
altos niveis de CCL2/MCP-1 e do antagonista do receptor de IL-1(IL-1Ra) (Sinsimer et al.,
2010). De fato, anélises dos niveis de CCL2/MCP-1 no soro de pacientes com hanseniase
apontam alta producdo desta quimiocina naqueles pacientes classificados como LL (Lew et
al., 2002). A producdo elevada de CCL2/MCP-1 também € observada em pacientes com
tuberculose pulmonar ativa e estd associada a severidade da doenca (Hasan et al., 2009). Além
disso, a inducdo de CCL2/MCP-1 é capaz de inibir a produgdo de IL-12 em mondcitos
infectados com M. tuberculosis. Esse mesmo estudo mostrou, através de uma abordagem
genética, que individuos com certos polimorfismos na regido promotora do gene MCP1,
responsaveis por induzir maiores niveis de CCL2/MCP-1, possuem 0 risco aumentado em
cinco vezes de desenvolver tuberculose, apontando, ainda, uma relagdo inversa entre a
producdo de CCL2/MCP-1 e IL-12 (Flores-Villanueva et al., 2005). Interessantemente,
camundongos MCP1™ possuem uma baixa deposicdo de lipideos mesmo sob uma dieta rica
em colesterol, mostrando um papel crucial de CCL2/MCP-1 no metabolismo de lipideos e no
desenvolvimento de aterosclerose (Gu et al., 1998). Isso possui relagdo direta com a inducao
de CCL2/MCP-1 durante a infec¢do por M. leprae, onde, provavelmente, a producdo dessa
guimiocina mediada pelo patégeno tenha uma papel relevante na regulacdo positiva do
metabolismo de lipideos e na formacdo corpusculos lipidicos, processos favoraveis a
replicacdo do bacilo. Nesse contexto, nosso estudo demonstra uma relacdo direta entre a
resposta baseada em IFN tipo | e a producdo de CCL2/MCP-1 durante a infec¢do, onde o
OASL é a molécula chave nesse processo. Dessa maneira, a indu¢do de OASL nos momentos
iniciais da infeccdo por M. leprae tem um papel crucial na modulacdo negativa da resposta
protetora do hospedeiro contra micobactérias, através da inducdo de CCL2/MCP-1,
representando assim uma estratégia eficiente do bacilo para garantir o sucesso da infeccdo e

manter um nicho apropriado para sua replicacéo.

Ainda nesse contexto, demonstramos que a inducdo de OASL, mediada pela
transfeccdo de DNA M. leprae, durante a infeccdo com a micobactéria avirulenta M. bovis
BCG aumenta significativamente a viabilidade intracelular da bactéria, juntamente com o
producéo de altos niveis de CCL2/MCP-1, de forma oposta a infeccdo sem a transfeccéo de
DNA. Esses resultados demonstram que a presenca do DNA citoplasmatico é capaz reverter o

fendtipo avirulento do M. bovis BCG, mimetizando dessa forma uma infeccdo por uma
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patogeno virulento, como o M. leprae, 0 que pode ser evidenciado pela alta producdo de
CCL2/MCP-1 caracteristica da infecgdo por esse patdgeno. Isso esta de acordo com o estudo
de Sinsimer e colaboradores, onde foi observada uma correlacdo inversa nos niveis de
CCL2/MCP-1 induzidos pela infeccdo de mondcitos com M. bovis BCG (baixos niveis de
CCL2/MCP-1) e M. leprae (alta producdo de CCL2/MCP-1) (Sinsimer et al., 2010). Por fim,
esses dados corroboram com nossos resultados discutidos anteriormente e confirma, de forma
robusta, a relacdo entre a inducdo de OASL com a produgdo de CCL2/MCP-1, e

consequentemente a criagdo de um ambiente intracelular pro-micobactéria.

Recentemente a sinalizacdo CDS foi associada com a inducdo do processo de
autofagia, o qual pode restringir a replicacdo de bactérias intracelulares. Com isso, foi
demonstrado que a permeabilizacdo fagossomal durante a infeccdo in vitro por M.
tuberculosis, utilizando baixa carga bacilar, permite 0 acesso de componentes de autofagia
mediada por ubiquitinacdo. Dessa forma, o reconhecimento do DNA bacteriano é capaz de
induzir a ubiquitinacdo da micobactéria presente no fagossomo e direciona-la para
autofagossomos de maneira de dependente da sinalizacdo STING/TBK1 (Watson et al.,
2012). Curiosamente, Parkina est4 envolvida na regulacdo negativa da autofagia, aumentando
a estabilidade de BCL-2, uma importante proteina anti-apoptética e inibidora de autofagia
(Chen et al., 2010). Um estudo recente do nosso grupo observou que fragmentos de nervo de
pacientes hansenianos apresentaram uma expressdo génica aumentada de outra E3-ubiquitina

ligase (Guerreiro et al., 2013; Anexo II).

As evidéncias apresentadas demonstram que a resposta baseada em IFN tipo | é capaz
de modular diferentes vias celulares, como autofagia, apoptose e resposta protetora contra
patdgenos intracelulares, as quais geralmente estdo alteradas durante processos patolégicos.
Desde a década de 1980 ja é documentado que individuos com doencas autoimunes
sistémicas, como por exemplo, lGpus eritematoso sistémico, apresentam continua producao de
IFN tipo I. Adicionalmente, esses individuos apresentam altos niveis de proteinas da classe 2’
5’ oligoadenilato sintetase, confirmando a atividade de IFN tipo I nesses pacientes (Preble et
al., 1983). De fato, estudos emergentes tém apontado uma ‘assinatura molecular’ de IFN tipo
| na patogénese de outras doengas autoimunes como diabetes tipo I, artrite reumatoide e
psoriase, fazendo, dessa maneira, uma associacdo de desse tipo de doenca com patologias

virais, micobacterianas e inflamatdrias.

Outra abordagem utilizada por nosso grupo para a confirmagdo da participacdo do

OASL na patogénese da hanseniase foi a realizagdo de um estudo genético do tipo caso-
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controle. Determinadas variantes genéticas responsaveis por alterar a expressdo e/ou a
atividade de OASL podem determinar padrdes de susceptibilidade/resisténcia em doengas
envolvendo a reposta de IFN tipo I. Como esperado, SNPs no gene OASL tem sido associados
com infeccBes virais. Su e colaboradores identificaram 3 SNPs (rs3213545, rs1169279 e
rs2859398) no gene OASL associados com a resposta viral de pacientes em tratamento com
IFN tipo | durante a infec¢do cronica HCV (Su et al., 2008). O SNP rs3213545 também foi
associado com a forma severa da febre do Nilo (West Nilo virus) (Yakub et al., 2005). A
presenca desse SNP em uma regido gendmica predita como indutora de splicing sugere um
papel funcional para esse SNP. Interessantemente, os gendtipos GA e AA para esse SNP
mostraram uma associagdo de resisténcia a hanseniase. De fato, individuos carreadores do
alelo A (GA ou AA) produzem menores niveis de mMRNA de OASL quando comparados com
aqueles ndocarreadores (esses resultados podem ser encontrados no Anexo Il). Isso esta de
acordo com nossos resultados que mostram que a diminuicao da expressao de OASL durante a

infeccdo por M. leprae possui um efeito microbicida.

As evidéncias da participacdo da via de IFN tipo | e OASL, mediada pela sinalizagéo
de receptores de DNA, na patogénese da hanseniase fazem dessa via/gene alvos potenciais
para estratégias de interferéncia. Um corpo emergente de trabalhos com modelos de infecgdes
virais in vitro tém apontado mecanismos de evasdo da resposta de IFN tipo . Esses
mecanismos sdo baseados em complexos proteoliticos virais (Aguirre et al., 2012) ou em
determinadas proteinas virais ndoestruturais (Nitta et al., 2013) os quais tem como alvo a
molécula adaptadora STING, bloqueando sua atividade, e, consequentemente, a producéo de
IFN-B e ISGs. Dessa maneira, estudos sobre atuacdo dessas proteinas no contexto da infec¢do
por micobactérias patogénicas podem fornecer novos mecanismos de interferéncia/tratamento

para as doencas causadas por esses patdgenos.

6.2 - Consideracdes finais e perspectivas

Os eventos iniciais consequentes da interagdo do M. leprae com a célula hospedeira
sdo decisivos para o estabelecimento, ou ndo, da infeccdo. O presente estudo apresenta, pela
primeira vez, evidéncias da regulacdo positiva da expresao génica de OASL durante a infeccao
por M. leprae. Nesse contexto, mostramos que 0s altos niveis expressdo desse gene durante a
infeccdo é capaz de regular negativamente a resposta protetora da célula hospedeira contra o
M. leprae e garantir um nicho seguro para a replicacdo do patdgeno. Dessa forma, nosso
estudo demonstra que OASL possui um papel importante na patogénese da hanseniase,
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fazendo desse gene um alvo relevante para o desenvolvimento de estratégias de tratamento e
prevencdo da doencga. Na figura 6.1 pode ser encontrado o modelo proposto da interagdo do
M. leprae com o macrofago hospedeiro com base nos resultados abordados neste trabalho.

Como seguimento desse estudo, € pretendido caracterizar, mais especificamente, o
papel de OASL na persisténcia e replicacdo intracelular de M. leprae. Investigaremos as
etapas a jusante da ativacdo de OASL, para, dessa maneira, identificar novas estratégias
baseadas na customizacdo do método vacinal por BCG e entender melhor os mecanismos

envolvendo OASL na regulacdo da resposta a micobacteérias.

Permeabilizagio
do fagossomo

DNA micobacteriano

receptor
\ citosélico de DNA

Fagossomo

M. leprae

Figura 6.1: Modelo esquematico das etapas iniciais envolvidas na infeccdo de macréfagos pelo M. leprae,
baseado nos resultados abordados no presente estudo. Apds ser fagocitado pelo macréfago, o M. leprae é
capaz de expressar ESAT-6, um antigeno do sistema ESX-1, capaz de perfurar o fagossomo, criando um canal
de comunicéo do contetido fagossomal com o citoplasma da célula hospedeira. Com isso, 0 DNA micobacteriano
é prontamente capaz de se ligar a receptores citosélicos de DNA e induzir a producdo de IFN-B de maneira
dependente da via de sinalizacdo STING/TBKL/IRF3. A atuacdo do IFN-B, de forma autocrina, induz a
expressdo de OASL, que por sua vez, de modo ainda desconhecido, medeia a producdo da quimiocina
CCL2/MCP-1. Dessa maneira, a inducéo da via de IFN tipo I, na infeccdo pelo M. leprae, é capaz de regular
negativamente a resposta protetora da célula hospedeira contra o patégeno, garantindo um ambiente seguro para

sua replicacéo.
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7. CONCLUSOES



Com base nos resultados demonstrados nesse estudo, podemos concluir que:

e A infeccdo de macrofagos derivados de células THP-1 com M. leprae induz IFNB e
genes estimulados por IFN tipo I, tais como IFIT1, OAS1 e OASL;

e A expressdo e producdo de OASL em mdTHP-1 é dependente da patogenicidade e
viabilidade micobacteriana, uma vez que M. leprae irradiado ou M .bovis BCG néo

foram capazes de induzir OASL (mRNA e proteina);

e O M. leprae é capaz de perfurar o fagossomo da célula hospedeira e induzir a
expressao de OASL de maneira dependente do sensoriamento de DNA citoplasmatico
e ativacdo da via de sinalizacdo STING/TBK1/IRF3;

e O silenciamento génico de OASL afeta a producdo de CCL2/MCP-1 induzida por M.

leprae e diminui a viabilidade intracelular do patdgeno;
e A transfeccdo de DNA de M. leprae reverte o fenétipo avirulento de M. bovis BCG

durante a infeccdo em mdTHP-1 juntamente com o aumento da produgdo de
CCL2/MCP-1.
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