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RESUMO
DISSERTACAQO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Jéssica Araujo da Paixao de Oliveira

A Indoleamina 2,3 Dioxigenase (IDO) é uma enzima envolvida na primeira etapa do catabolismo
do triptofano e pode apresentar um efeito dibio, tendo sido descrita em ambientes microbicidas ou
tolerogénicos. Diversos trabalhos do nosso grupo demonstraram que a IDO é diferencialmente
regulada nas diferentes formas clinicas da hanseniase, sendo capaz de mediar os mecanismos
tolerogénicos observados na forma multibacilar e ao mesmo tempo mediar 0s mecanismos
microbicidas observados na forma paucibacilar e nos episodios reacionais. O presente estudo tem
como objetivo investigar os mecanismos reguladores da expressao e atividade da IDO em células
dendriticas diferenciadas de mondcitos (mDCs) estimuladas por Mycobacterium leprae. Para isso,
mondcitos foram obtidos a partir de células mononucelares derivadas de mondcitos (PBMCs) de
buffy coats por selecdo positiva. Para diferenciar as mDCs, os mondcitos foram estimulados com
GM-CSF e IL-4 durante 6 dias. O fendtipo destas células e a expressao de IDO foram avaliados por
citometria de fluxo. A atividade de IDO foi avaliada por HPLC e a producéo de citocinas nos
sobrenadantes foi determinada por ELISA. Foi observado que as mDCs diferenciadas por este
protocolo ndo expressam CD14, mas expressam CD11c, CD123, CD209, CD303, CD304 e HLA-
DR. O CD83 foi pouco expresso, enquanto CD86 foi altamente expresso. N&o foi observada
modulag&o no fenotipo celular das mDCs estimuladas por M. leprae. Paralelamente ao estimulo do
M. leprae utilizamos as fragdes de membrana (MLMA) e soltvel (MLSA). O estimulo com M.
leprae foi capaz de aumentar a expressdo da proteina IDO e sua atividade em mDCs, além de
aumentar a expressdo génica de outras enzimas da via. Entre os estimulos estudados, 0 MLMA
induziu a producdo de citocinas pré-inflamatérias em mDCs. Em conjunto, M. leprae e suas
fracOes induziram a expressdo e atividade de IDO. A auséncia de TLR2 em culturas de mDCs
levou a diminuicdo da atividade de IDO induzida por M. leprae e MLMA, mostrando o
envolvimento de TLR2 na inducdo de IDO. O bloqueio do TNF-a. em mDCs estimuladas por M.
leprae e suas fragOes levou a diminuicdo da atividade de IDO. Nossos dados demonstraram que a
pré-incubacdo de mDCs com M. leprae induziu um aumento na frequencia de células T supressoras
CD4'CD25'CTLA-4" em culturas estimuladas com M. leprae quando comparadas com as culturas
ndo estimuladas, o que foi revertido na presenca do inibidor de IDO, 0 1 metil triptofano (1-MT).
Também foi mostrado que IDO é importante para a sobrevivéncia do bacilo. Em conjunto, nossos
dados mostram que M. leprae e suas fragbes MLMA e MLSA séo capazes de modular a atividade e
funcionalidade de IDO em mDCs sugerindo que esta via possa ter um papel importante na
imunopatogénese da hanseniase.
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dioxygenase (IDO) in dendritic cells stimulated by Mycobacterium leprae

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Jéssica Araujo da Paixao de Oliveira

Indoleamine 2,3 Dioxygenase (IDO) is an enzyme involved in the first stage of tryptophan
catabolism that present a dubious effect, it has been described in microbicidal or tolerogenic
environments. Several studies in our group have demonstrated that IDO is differentially regulated
in the diverse clinical forms of leprosy, being able to mediate the tolerogenic mechanisms
observed in the multibacillary form and at the same time mediate the microbicidal mechanisms
noticed in the paucibacillary form and in the reactional episodes. The present study aims to
investigate the regulatory mechanisms of IDO expression and its activity in dendritic cells derived
from monocytes (mDCs) stimulated by Mycobacterium leprae. For this, monocytes were obtained
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of buffy coats by positive selection. To
differentiate the mDCs, monocytes were stimulated by GM-CSF and IL-4 for 6 days. The
phenotype of these cells and the expression of IDO were evaluated by flow cytometry. 1DO
activity was assessed by HPLC and cytokine production in the supernatants was determined by
ELISA. It was observed that the mDCs differentiated by this protocol do not express CD14, but
express CD11c, CD123, CD209, CD303, CD304 and HLA-DR. CD83 was poorly expressed,
while CD86 was highly expressed. No modulation was observed in the cellular phenotype of M.
leprae-stimulated mDCs. Parallel to the stimulation of M. leprae we used cell membrane and
cytosol M. leprae fractions, MLMA and MLSA, respectively. M. leprae stimulus was able to
increase the expression of the IDO protein and its activity in mDCs, in addition to increasing the
gene expression of other pathway enzymes. Among the stimuli studied, MLMA induced the
production of pro-inflammatory cytokines in mDCs. Together, M. leprae and its fractions induced
the expression and activity of IDO. The absence of TLR2 in cultures of mDCs led to a decrease in
the IDO activity induced by M. leprae and MLMA, showing the involvement of TLR2 in the
induction of IDO. Blocking of TNF-a in mDCs stimulated by M. leprae and its fractions led to a
decrease in the activity of IDO. Our data demonstrated that pre-incubation of M. leprae mDCs
induced an increase in CD4"CD25'CTLA-4" suppressor T cell rates in M. leprae-stimulated
cultures compared to non-stimulated cultures, which was reversed in the presence of the IDO
inhibitor, 1-methyl tryptophan (1-MT). It has also been shown that IDO is important for the
survival of the bacillus. Taken together, our data show that M. leprae and its MLMA and MLSA
fractions are able to modulate IDO activity and functionality in mDCs suggesting that this
pathway may play an important role in leprosy immunopathogenesis.
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1. Introducao



1.1 A Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa de curso crbnico, que afeta
principalmente os nervos periféricos, a pele e a mucosa das vias aéreas superiores. A
doenca tem como agente etioldgico Mycobacterium leprae, um bacilo de multiplicacéo
extremamente lenta, com um periodo de incubacédo longo, em média de 3 a 10 anos, 0
que confere a doenca uma evolucdo arrastada e muitas vezes silenciosa. Também é
considerada uma doenga incapacitante, uma vez que ocorre dano neural causado pela
invasdo de M. leprae e comprometimento do sistema nervoso periférico, irreversivel em

varios casos (Scollard et al., 2006).

Admite-se que a via de entrada do parasito € o trato respiratdrio superior, por
onde atinge a mucosa e dissemina-se pelo organismo. A hip6tese da via de transmissao
aérea foi confirmada pela grande quantidade de bacilos integros isolados de secre¢des
nasais de pacientes (Martins et al., 2010). O contagio conhecido ocorre de pessoa a
pessoa através do convivio de doentes multibacilares sem tratamento e pessoas
suscetiveis. Nao se pode deixar de mencionar a possibilidade de transmissdo por contato
direto da pele com lesdes de doentes multibacilares ndo tratados (Margoles et al., 2011).

Como em outras doencas infecciosas, a conversdo de infeccdo em doenca
depende de interacOes entre fatores individuais do hospedeiro, ambientais e do proprio
agente. A maior parte dos individuos expostos ao bacilo oferece resisténcia,
desenvolvendo uma infecgdo subclinica. Uma minoria desses individuos infectados,
cerca de 5%, desenvolve a doenca em diferentes formas clinicas. A histéria natural da
doenca mostra que existe uma forma de resisténcia a infeccéo pelo bacilo, paucibacilar,
na qual ha manifestacbes em relacdo a exacerbacdo da resposta imune celular, com
limitacdo de lesdes, formacdo de granuloma bem definido e destruicdo dos bacilos.
Também pode ocorrer a forma de alta suscetibilidade, forma multibacilar, onde se
observa uma reducdo na resposta imune celular, com excessiva multiplicacédo de bacilos

e disseminacdo da doenga para o tecido nervoso e visceras (Gallo et al., 2005).

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 histéria
epidemioldgica. Os principais sinais cardinais da doenga sdo lesfes cutaneas e
espessamento dos nervos. Para o diagnéstico correto € importante que se entenda o

conceito espectral da hanseniase, que possibilita o entendimento do curso clinico-



evolutivo da doenca e da extensdo do comprometimento cutaneo e neural caracteristico
de cada forma clinica da doenga. A partir deste entendimento sdo aplicadas as
classificagOes que facilitam a compreenséo e a terapéutica (Souza, 1997).

1.2 Formas Clinicas

As diferengas na resposta imunoldgica do hospedeiro a M. leprae criam um
amplo espectro clinico de apresentagdo da doenca (Scollard et al., 2006). Mediante a
isto, no meio cientifico algumas classificaces foram adotadas para diferenciar as

formas clinicas da hanseniase.

Em 1953, no Congresso Internacional de Madrid, foi proposta uma classificacéo
que dividia o espectro clinico da doenga em duas formas: a tuberculdide, que envolve
lesbes localizadas e baciloscopia negativa, e a virchowiana, em que as lesbes
encontram-se disseminadas e a baciloscopia é positiva. Porém, na década de 1960,
Ridley e Jopling propuseram uma classificagdo baseada nos aspectos clinico-evolutivos,
imunolégicos, baciloscépicos e histoldgicos, que passou a ser a mais usada,

especialmente por grupos de pesquisa e centros de referéncia.

De acordo com Ridley & Jopling (1966), a doenca é espectral, apresentando dois
polos e trés formas intermedidarias, podendo ocorrer transicdo entre as formas clinicas. O
polo lepromatoso é caracterizado pelo fato de que os pacientes possuem ausente ou
fraca resposta imune do tipo celular contra os antigenos de M. leprae, com alta carga
bacilar, nesse polo encontram-se 0s pacientes lepromatosos (LL). No pdlo tuberculdide
ha presenca de resposta imune celular antigeno-especifica e baixa carga bacilar, os
pacientes tuberculdides (TT) encontram-se nesse pélo do espectro. As formas clinicas
intermediarias sdo chamadas de borderline e classificadas como borderline lepromatosa
(BL), borderline borderline (BB) e borderline tuberculdide (BT), sendo as formas mais

comuns encontradas em pacientes com hanseniase (Figura 3).

Os pacientes tuberculdides, na maioria das vezes, apresentam apenas uma leséo,
com carga bacilar baixa ou negativa (por isso sdo chamados de paucibacilares),
formacdo de granuloma e maior nimero de lesbes nervosas associadas (Figura 1).
Baixos niveis de anticorpos especificos e presenca de resposta imune celular séo
observados nestes pacientes, que sdo capazes de restringir o crescimento do patogeno.
No outro pdlo, estdo os pacientes lepromatosos, que possuem doenga disseminada, com

inimeras lesdes contendo um alto nimero de bactérias (Figura 2). Estes pacientes, que



apresentam altos niveis de anticorpos e auséncia de resposta imune celular especifica
aos antigenos micobacterianos. Nas formas borderlines, a resposta imune celular € mais

intensa de acordo com a proximidade ao pdlo tuberculdide (Lastoria & Abreu 2013).

Figura 1: Placa eritematosa anular bem definida no dorso da méo de paciente com a
forma tubercul6ide da hanseniase.
Fonte: Lastoria & Abreu 2013

Figura 2: Lesdes infiltradas formando placas e nédulos de paciente com a
forma lepromatosa da hanseniase.
Fonte: Lastoria & Abreu 2013



Em 1982, um Comité da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) propds uma
classificacdo simplificada e operacional, dividindo os pacientes com hanseniase em dois
grupos: multibacilares e paucibacilares. Os pacientes BB, BL e LL, com indice bacilar
maior ou igual a 2, séo classificados como multibacilares (MB), enquanto os pacientes
TT e BT, com indice bacilar menor do que 2, sdo classificados como paucibacilares
(PB) (Ministério da Saude, 2013).

Os pacientes com hanseniase podem ainda apresentar episodios agudos de
inflamacdo associados a alteracdes da resposta imune, que sdo chamados episodios
reacionais, que podem ocorrer durante o curso da doenca, antes, durante ou, como na

maioria dos casos, ap0s o tratamento.

Os dois tipos de episodios sdo: Reacdo reversa (RR) também conhecida como a
reacdo do tipo | e o Eritema nodoso lepromatoso (ENL) ou reacéo do tipo Il. A reacdo
do tipo | é um episodio de autoreatividade dos linfocitos T aos antigenos da
micobactéria, resultado de uma inflamacdo aguda da pele e dos nervos periféricos,
ocorrendo principalmente nos pacientes borderline (Patnaik et al., 2016). A reacdo do
tipo Il se manifesta em pacientes do polo lepromatoso. As lesdes de pele séo
normalmente eritematosas e nodulares. Ainda observam-se sintomas sistémicos, tais
como febre, mal estar, artralgia e edema, comprometendo inimeros 6rgdos (Kamath et
al., 2014).
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Figura 3: Representacgdo esquematica do espectro clinico
da hanseniase.
Fonte: Adaptado de Lockwood & Saunderson (2012)

1.3 Epidemiologia

A hanseniase € considerada um problema de salde puablica, estando o Brasil
como 2° colocado no hanking Mundial, superado apenas pela India. A introducdo da
poliquimioterapia (PQT) nos programas de hanseniase em meados da década de 1980
resultou em uma reducdo significativa na prevaléncia da doenca, de 5,4 milhdes de
casos na época para algumas centenas de milhares atualmente. A maneira mais eficiente
de prevenir as complicacfes decorrentes da hanseniase se da através do diagnostico e
tratamento precoce dos casos, antes de ocorrerem lesfes nervosas. A erradicacdo da
doenca parece distante, pelo menos em alguns paises. Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (2015), de acordo com relatdrios oficiais recebidos de 138 paises de todas as
regides da OMS, a incidéncia mundial foi de 210.758 casos (Figura 4) e a prevaléncia
global de hanseniase foi de 174.608 casos (Figura 5) (WHO 2016).
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Figura 4: Taxas de incidéncia de hanseniase no mundo em 2015.

Fonte: Adaptado de WHO 2016
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Figura 5: Taxas de prevaléncia de hanseniase no mundo em 2015.
Fonte: Adaptado de WHO 2016

O ndmero de novos casos indica o grau de transmisséo continua da infecgdo. As
estatisticas globais mostram que 199.992 (94%) dos novos casos de hanseniase foram
notificados em 14 paises que relataram mais de 1000 novos casos cada um e apenas 6%
dos novos casos foram relatados no resto do mundo. A india relatou 127 326 novos
casos, representando 60% dos novos casos globais de hanseniase; o Brasil representou
13% dos novos casos globais; ja a Indonésia relatou 8% da carga global. No Brasil, em
2015, foram detectados 28.761 casos novos (Figura 6), a menor taxa de incidéncia dos
ultimos 10 anos, mostrando uma reducdo de quase 19.000 casos quando comparado ao
ano de 2006, porém com um indice ainda maior (coeficiente geral de aproximadamente
14,07) do que a meta estabelecida pela OMS para erradicacdo da hanseniase, que é de
até 10 casos a cada 100 mil habitantes (Brasil 2016).
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Figura 6: Taxas de incidéncia de hanseniase no Brasil em 2015.
Fonte: Adaptado de Brasil 2016




As bolsas de alta endemicidade ainda permanecem em algumas areas de muitos
paises, incluindo paises que relatam menos de 1000 novos casos. Algumas dessas areas
mostram taxas de notificagdo muito altas para novos casos e podem ainda testemunhar
uma transmissdo intensa. india, Brasil e Indonésia sdo os paises mais endémicos do
globo, sendo responsaveis por 81% dos casos novos no mundo. O nimero total de casos
com registro ativo no Brasil em 2015 foi de 20.702 (Figura 7), sendo o0 pais responsavel
por 85,8% dos casos no continente americano e pelo segundo lugar mundial em ndmero
total de casos novos; além disso, ocupa o primeiro lugar na classificacdo mundial de
novos casos por 100 mil habitantes (WHO 2016). No Brasil, os estados das regides
Nordeste, Centro-Oeste e Norte, dettm o maior nimero de doentes. Mato Grosso,
Tocantins e Maranhdo, sdo os estados com maior nimero de casos do pais, sendo
considerados hiperendémicos em 2015, em funcdo de apresentarem coeficiente de

deteccdo superior a 40 casos por 100 mil habitantes (Brasil 2016).
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Figura 7: Taxas de prevaléncia de hanseniase no Brasil em 2015.

Fonte: Adaptado de Brasil 2016

1.4 Tratamento

O tratamento especifico da hanseniase, recomendado pela OMS e preconizado

pelo Ministério da Saude do Brasil é a PQT, uma associacdo de Rifampicina, Dapsona e




Clofazimina (apenas para multibacilares) na apresentacdo de blister. Essa associa¢ao
evita a resisténcia medicamentosa do bacilo que ocorre, com frequén10L10, quando se
utiliza apenas um medicamento, impossibilitando a cura da doenca. E administrada
através de esquema padrdo, de acordo com a classificacdo operacional do doente: PB, 6
meses de tratamento e MB, 12 meses de tratamento (Tabelas 1 e 2). A
poliquimioterapia, primeiramente recomendada pelo Comité de Peritos da OMS em
1984, rapidamente se tornou o tratamento padrdo da hanseniase e tem sido fornecida
pela OMS gratuitamente a todos os paises endémicos desde 1995 (Ministério da Saude,
2014).

Adulto Rifampicina: dose mensal de 600mg (02 capsulas de 300mg) com administracdo

supervisionada.

Dapsona: dose mensal de 100mg supervisionada e dose diaria de 100mg autoadministrada.

Crianca Rifampicina: dose mensal de 450mg (01 capsula de 150mg e 01 capsula de 300mg) com

administracdo supervisionada.

Dapsona: dose mensal de 50mg supervisionada e dose diaria de 50mg autoadministrada.

Duracgao: 06 doses.

'Seguimento dos casos: comparecimento mensal para dose supervisionada.

ICritério de alta: o tratamento estara concluido com seis (06) doses supervisionadas em até 09 meses. Na 62
dose, os pacientes deverdo ser submetidos ao exame dermatoldgico, a avaliagdo neuroldgica simplificada e do

igrau de incapacidade fisica e receber alta por cura.

Tabela 1: Esquemas terapéuticos utilizados para Paucibacilar.
Fonte: Ministério da Saude, 2014

Adulto Rifampicina: dose mensal de 600mg (02 capsulas de 300mg) com administracdo

supervisionada.

Dapsona: dose mensal de 100mg supervisionada e uma dose diaria de 100mg

autoadministrada.

Clofazimina: dose mensal de 300mg (03 capsulas de 100mg) com administracdo

supervisionada e uma dose diaria de 50mg autoadministrada.

Crianca Rifampicina: dose mensal de 450mg (01 capsula de 150mg e 01 cépsula de 300mg) com
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administracdo supervisionada.

Dapsona: dose mensal de 50mg supervisionada e uma dose diaria de 50mg autoadministrada.

Clofazimina: dose mensal de 150mg (03 cépsulas de 50mg) com administracdo supervisionada

e uma dose de 50mg autoadministrada em dias alternados.

Duragao: 12 doses.

ISeguimento dos casos: comparecimento mensal para dose supervisionada.

Critério de alta: o tratamento estarad concluido com doze (12) doses supervisionadas em até 18 meses. Na
122 dose, os pacientes deverdo ser submetidos ao exame dermatoldgico, a avaliagdo neuroldgica simplificada

e do grau de incapacidade fisica e receber alta por cura.

Os pacientes MB que excepcionalmente ndo apresentarem melhora clinica, com presenca de lesOes ativas da
doenca, no final do tratamento preconizado de 12 doses (cartelas) deverdo ser encaminhados para avaliagao
lem servico de referéncia (municipal, regional, estadual ou nacional) para verificar a conduta mais adequada

[para O Caso.

Tabela 2: Esquemas terapéuticos utilizados para Multibacilar.
Fonte: Ministério da Saude, 2014

A informacdo sobre a classificacdo operacional do doente é fundamental para se
selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso. Para criangas com
hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema padrdo € ajustada de acordo com a
idade e peso. Ja no caso de pessoas com intolerancia a um dos medicamentos do
esquema padrdo, sdo indicados esquemas substitutivos. A alta por cura é dada ap6s a
administracdo do numero de doses preconizado pelo esquema terapéutico, dentro do
prazo recomendado. O tratamento da hanseniase é ambulatorial, utilizando os esquemas

terapéuticos padronizados.

1.5 Mycobacterium leprae e suas fragoes

M. leprae, agente causador da hanseniase, foi identificado em 1873, na Noruega,
por Gerhard Henrik Armauer Hansen, o0 mesmo pertence a familia Mycobacteriacea da
ordem Actinomycetales. E um parasito intracelular obrigatorio que infecta
predominantemente macréfagos, células endoteliais e células de Schwann, sendo a
Unica espécie de micobactéria capaz de infectar o nervo periférico (Scollard et al.,

2006).
11



E um bacilo gram-positivo, reto ou ligeiramente encurvado (Figura 8). Assim
como outras micobactérias, é considerado um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR),
pois se cora em vermelho pela fucsina e é resistente a descoloragdo pela lavagem com
solucdo alcool-acida (Ress, 1985). Em cortes histopatologicos, os bacilos podem se
apresentar de forma isolada ou agrupada. Uma das caracteristicas do M. leprae é o seu
padrdo de alta infectividade e baixa patogenicidade. A temperatura Otima de
crescimento do M. leprae € abaixo de 37° C, o que pode explicar a sua predilecdo por

areas superficiais do corpo como a pele e nervos periféricos (Shepard, 1965).

M. leprae ndo é cultivavel em meio de cultura artificial, resultando na
impossibilidade de realizacdo de diversos estudos que seriam necessarios para elucidar
varios aspectos de sua patogenia. Atualmente o modelo de infeccdo experimental em
camundongos atimicos (nude), é o0 método que permite adquirir uma grande quantidade
de bacilos viadveis para fins experimentais, pois os altos graus de imunodeficiéncia
desses animais sdo extremamente susceptiveis & infeccdo por M. leprae (Lahiri et al.,
2005).

Figura 8: Microscopia eletronica de varredura de Mycobacterium leprae
derivada da pata de camundongo nude.
Fonte: Scollard et al., 2006

M. leprae tem um genoma de aproximadamente 3.2 Mb, que é
significativamente menor do que as demais micobactérias e, a auséncia de genes

fundamentais pode implicar na caréncia de vias enzimaticas criticas, sendo, desta forma,

necessario o parasitismo (Cole et al., 2001).
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O envelope de M. leprae é constituido por trés compartimentos: membrana
plasmaética, parede celular e a capsula e constitui 40% do peso seco da bactéria e, como
para todos os membros do género Mycobacterium, contém lipideos, glicolipideos,
proteinas e porinas. Esse envelope consiste de membrana plasmatica, uma bicamada de
fosfolipideos, acido turbeculoestearico e fosfatidilinositolmanosideos (PIMs). A
membrana plasmatica é uma bicamada assimétrica composta principalmente de
fosfolipideos e proteinas. O lipoarabinomannan (LAM), componente de M. leprae,
encontra-se ancorado a membrana plasmatica via fosfatidilinositol. A parede celular
consiste de peptideoglicana covalentemente ligada a arabinogalactana, que por sua vez

se liga aos &cidos micolicos (Figura 9) (Vissa & Brennan, 2001).

O parasito apresenta uma densa capsula de lipideos, externa a parede celular, que
é rica em PGL-1 (glicolipideo fendlico especifico de M. leprae). Sua estrutura é
composta de um trissacarideo, fenol, fitiocerol e de acido micoseossidico. Esta capsula
vem sendo relacionada a resisténcia a radicais livres, permitindo a sobrevivéncia
intracelular da micobactéria e limitando a penetracdo de drogas antimicrobianas (Hunter
etal., 1982).

@
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Figura 9: Modelo esquematico da parede celular de M. leprae. A membrana
plasmatica € recoberta por uma parede celular feita de peptideoglicano associada
covalentemente & galactana por uma unidade de ligacdo de arabinogalactana. Por sua
vez, trés cadeias ramificadas de arabinana sdo ligadas a galactana. A camada de
peptideoglicana-arabinogalactana forma a zona elétron-densa. Acidos micélicos estdo
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ligados no final da cadeia de arabinana para formar o folheto interno da bicamada
lipidica. O folheto externo é formado por acidos micolicos da trealose monomicolato
(TMMs) e acidos micocerosoicos de ftiocerol dimicocerosato (PDIMs) e glicolipideo
fenolico (PGLs) como indicado no esquema. A bicamada forma a zona elétron-
transparente. Uma capsula composta basicamente de PGLs e outras moléculas como
PDIMs, PIMs (fosfatidilinositol manosideos) e PL (fosfolipideos) rodeiam a bactéria.
Lipoglicanas como PIMs, LM (lipomanana) e LAM, conhecidos por se ancorarem a
membrana plasmatica, também sdo encontrados na capsula. Fonte: Adaptado de Vissa
& Brennan (2001).

Os estudos utilizando fragGes celulares das micobactérias se baseiam na tentativa
de identificar antigenos que sejam eficientes para o diagnostico de doencas, porém
existem dois fatores principais que sdo limitantes no caso da hanseniase: 0 primeiro é o
fato da micobactéria ndo crescer em cultura, e também a grande quantidade de antigenos
compartilhados por outras micobactérias (Brennan, 2000).

Os estudos de proteoma permitiram a identificacdo de algumas fracGes de M.
leprae sollveis ou insollveis altamente especificas. O proteoma da fracdo de membrana
de M. leprae (MLMA) foi identificado por espectrometria de massas e gel. Nessa
fracdo, ha predominio de dois antigenos de proteina de membrana (MMP-1 e MMP-II —
do inglés Major membrane protein | and IlI) que estdo ausentes ou fracamente
abundantes em outras micobactérias (Marques et al., 1998). No entanto, 0 MLMA
também € composto de grandes quantidades de lipomananas e lipoarabinomanana
(LAM), que causam reatividade cruzada com outras micobactérias. (Marques et al.,
2004).

De acordo com Dagur et al. (2010) tanto o lisado total de M. leprae quanto a
fracdo soltvel do M. leprae (MLSA) foram capazes de inibir a fosforilacdo de ERK %2 e
p38 MAPK, levando a diminuicdo da expressdo dos marcadores de ativacdo inicial
CD25 e CD69 e a inibicdo da ativacdo de células T in vitro.

Ao contrario da fragdo de membrana, MLMA, a fracdo solivel MLSA, tem sido
mais bem estudada e, a fragdo MLSA sem LAM, e foi utillizada em teste clinico de fase
Il com o objetivo de ser utilizada para avaliagdo de resposta de hipersensibilidade em
pacientes com hanseniase (Rivoire et al., 2014).

Exitem estudos que utilizam a lipoarabinomanana manosilada (ManLAM), a
ManLAM foi capaz de prejudicar parcialmente a maturacdo de células dendriticas
(DCs) e a resposta imune ativada por lipopolissacarideo (LPS), contudo essas alteracoes
na funcéo de DCs foram revertidas com o knockdown do receptor DC-SIGN (Wu et al.,
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2011). A interacdo do DC-SIGN com o ManLAM em DCs leva a producao de IL-10
dependente da ativacdo do fator de transcricdo NF-xB e a inibigdo da proliferagdo de
células T em pacientes multibacilares da hanseniase (BL/LL) (Kumar et al., 2013).

1.6 Interacdo entre Receptores do tipo Toll e M. leprae

Receptores do tipo Toll, (TLR — do inglés, Toll like receptor) representam um
mecanismo pelo qual o sistema imune inato reconhece padrdes moleculares associados
a patégenos (PAMPs — do inglés, Pathogen-associated molecular pattern) que séo
relativamente conservados entre microrganismos, mas estdo ausentes nos hospedeiros.
Esses receptores que sdo amplamente expressos por uma variedade de células imunes
tais como monacitos, macrofagos, células dendriticas e algumas células epiteliais (Li et
al., 2013).

Embora o TLR2 tenha a capacidade de dimerizar com varios co-receptores
TLRs, o heterodimero TLR2/1 sdo os principais pelos quais as células imunes
reconhecem lipoproteinas micobacterianas. Exemplos de tais agonistas micobacterianos
incluem M. leprae e M. tuberculosis (Hart & Tapping 2012). O heterodimero TLR2/1
pode ser ativado por lipoproteinas triaciladas, como por exemplo, lipoarabinomanana
(Takeuchi et al. 2002), enquanto o heterodimero TLR2/6 é ativado por lipoproteinas
diaciladas ativando uma resposta inflamatoérias (Montoya & Modlin 2010).

As lipoproteinas 19-kD e 33-kD do M. leprae ativam mondcitos e DCs através
de TLR2. Em conjunto, as analises de lesbes de pele de pacientes com hanseniase
mostraram que o TLR2 foi fortemente expresso nesses tipos celulares em pacientes
tuberculdides, que sdo caracterizados pela resisténcia ao crescimento de M. leprae, em
contraste, o0 TLR2 foi fracamente expresso em lesbes de pacientes lepromatosos, que
sdo caracterizados pela grande quantidade de bacilos na pele (Krutzik et al., 2003). Um
estudo posterior do mesmo grupo mostrou que a ativacdo de TLR2/1 leva a uma rapida
diferenciacdo de mondcitos periféricos humanos em células dendriticas CD1b", nos
paciente tuberculoides e em células DC SIGN®, nos pacientes lepromatosos (Krutzik et
al., 2005).

Oliveira et al. (2003) descreveram que a sinalizagéo via TLR2/1 ativa células de
Schwann humanas através da lipoproteina 19-kD o que provoca um aumento no numero

de células apoptdticas, producdo de citocinas inflamatérias, como IL-6 e IL-8, que
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poderiam contribuir para a lesd@o no tecido, inclusive danos nos nervos periféricos na

hanseniase.

Polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) nas regifes codificadoras das
moléculas de TLR1 e TLR2 podem estar associados a uma maior suscetibilidade a
hanseniase (Montoya et al., 2009). Um estudo feito na Etiopia mostrou que 0 SNP no
gene do TLR2 estava associado com suscetibilidade & forma lepromatosa da hanseniase
(Bochud et al., 2008). Um trabalho mais recente mostra que o0 mesmo SNP no gene
TLR1 esta fortemente associado a aumento da suscetibilidade a hanseniase (Wong et
al., 2010).

Alguns outros receptores da familia TLR parecem correlacionar-se com a
resisténcia ou suscetibilidade a hanseniase. O receptor TLR9 reconhece CpG DNA néo
metilado micobacteriano (Bafica et al., 2005). E provavel que TLR8 também esteja
relacionado a defesa contra o M. leprae, ja que foi descrita uma associacdo entre

polimorfismos no gene de TLR8 e resisténcia a tuberculose (Montoya & Modlin 2010).

1.7 Célula Dendritica

As DCs sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APCs — do inglés,

antigen presenting cells) e importantes células na ligacdo das respostas imunes inatas e

adaptativas, pois estas células sdo especializadas para a captacdo, processamento,

transporte e apresentacdo de antigenos para células T e ainda sdo capazes de realizar o

priming de células T naive (Demangel & Britton, 2000).

De acordo com Joffre et al. (2009) apesar das DCs constituirem apenas 1% de
leucocitos mononucleares no sangue periférico, estas células estdo localizadas em
outros tecidos periféricos onde atuam como sentinelas do sistema imunolégico,

“patrulhando” antigenos.

Existem duas linhagens principais de DCs nos seres humanos, as DCs mieloides
(MDCs), também denominadas DCs convencionais (cDCs) e DCs plasmocitoides
(PDCs). As MDCs sdo originados de um progenitor mieldide na medula 6ssea,
enguanto que as PDCs originam-se de um progenitor linfoide em 6rgédos linfoides. As
MDCs dividem-se em células de Langerhans (LCs), células dendriticas intersticiais
(IDCs) e células dendriticas derivadas de monocitos (mDCs). Os subtipos de DC

migram para diferentes locais especificos (tecidos) ou circulam no sangue. As DCs
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humanos no sangue e na pele sdo as mais caracterizadas, embora as essas células
possam ser encontrados em outros locais, como pulmdes ou intestinos (Conti et al.,
2014).

Os diferentes subtipos de DCs sdo classificados pela expressdo de moléculas de
superficie distintas, sendo assim, em humanos as PDCs sdo caracterizadas pela
expressdao de CD303 (BDCA-2), CD123 (IL-3Ra) e CD304 (BDCA-4) e MDCs por
CD11c. No sangue, as MDCs sdo subdivididas em trés subctipos, chamados CD1c”
DCs, CD141'DCs e CD16*DCs. Na pele existem trés tipos de MDCs, as células de LCs
e as DCs cutaneas CD1a" e CD14", que apresentam diferencas fenotipicas e funcionais
(Figura 10) (Salvador et al., 2012).

DCs SAGUE MDCs (CD11c?) PDCs (BDCA-2'BDCA-4")
cD1ct CD141 N high o
(BDCA-1) (BDCA-3) CD16 CD2 CD2
- Ativagdo de TCD4* - Ativacdo de TCD8* - Resposta inflamatéria - Imunidade antiviral
- Apresentacdo cruzada  (apresentagéo cruzada) - Resposta imune inata-adaptativa
DCs PELE
LCs CD14* DCs CD1a* DCs
- Ativacdo de TCD8* - Imunidade humoral - Ativagdo de TCD8*
- Diferencia¢do de TCD4* em Th2
- Respostas CTL

Figura 10: Visdo esquematica dos diferentes subconjuntos de DCs humanas no
sangue e na pele e suas fun¢des na imunidade.
Fonte: Adaptado de Salvador et al., 2012

Salluto & Lanzavecchia (1994) descreveram que as mDCs humanas podem ser
diferenciadas in vitro a partir de mondcitos na presenca de IL-4, que inibe a
diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, em conjunto com o fator estimulador do
crescimento de granulécitos e macrofagos (GM-CSF). A diferenciacdo utilizando IL-4 e

GM-CSF foi estabelecida no propoésito de obter culturas de DCs imaturas in vitro sem
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alterar as caracteristicas fenotipicas e funcionais e também com a finalidade de explorar

sua capacidade apresentadora de antigeno, comparando-as com outras APCs.

Embora o desenvolvimento de DCs a partir de precursores hemopoiéticos
iniciais ndo seja totalmente compreendido, os estadios terminais de desenvolvimento de
DCs e seu ciclo de vida durante uma resposta imune estdo bem definidos (Banchereau et
al., 2000). As DCs imaturas residem nos tecidos periféricos e captam constantemente
antigenos do ambiente local, processam e migram para os linfonodos e baco, onde
ativam células T ndo sensibilizadas em associagdo com as moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de superficie (Shortman & Liu 2002). A
migracgéo e a transi¢do funcional de DCs correlacionam-se com: diminuigdo da absor¢ao
do antigeno, aumento dos complexos MHC-peptideo de superficie, regulacdo positiva
das moléculas co-estimuladoras, expressdo alterada dos receptores de quimiocinas e
producdo de citocinas que sdo cruciais para a célula T efetora ou citotoxica (Wu &
Dakic 2004).

As DCs sdo provavelmente as primeiras células do sistema imune a entrar em
contato com M. leprae (Modlin et al., 1984) e as mesmas podem apresentar antigenos
protéicos via MHC de classe | e MHC de classe 1l ou antigenos glicolipidicos via CD1

para linfocitos yo (Sieling et al., 1999).

A polarizacdo Th da resposta imune é induzida pela captacdo de bacilos e a
producdo de citocinas pelas DCs que regulam a inflamacéo local. As DCs de pacientes
com a forma tubercul6ide da hanseniase, assim como seus macréfagos ativados, sdo
capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias, como a IL-12, que estimulardo uma
resposta imune do tipo Th1l. Porém as DCs de pacientes com a forma lepromatosa da
doenca produzem IL-4 e IL-10, polarizando a resposta para o pélo Th2 (Maeda et al.,
2003).

Monacitos periféricos de pacientes com a forma lepromatosa da hanseniase (LL)
n&o se diferenciam em DCs CD1" (Sieling et al., 1999). Além disso, lesdes de pacientes
LL/BL apresentam um déficit acentuado nas DCs, tanto na derme quanto na epiderme
(Lee et al., 2007). Observa-se um aumento da expressdo da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), que suprime a apresentacdo de antigenos de M. leprae para células
T, nos pacientes multibacilares (De Souza Sales et al., 2011).
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De acordo com Austyn (2016) as DCs podem suprimer as respostas de células T.
Essas células apresentadoras com atividade imunossupressora parecem desempenhar um
importante papel na manutencdo da tolerancia periférica de células T. A célula T
Foxp3+, atualmente, é a célula mais estudada do sistema imune dentre as células
reguladoras (Massone et al., 2010). Em um estudo de Fontenot et al. (2003), mostrou
que as células TCD4+ expressam constitutivamente o fator de transcricdo nuclear
FOXP3, sendo essenciais para prevenir a auto-imunidade e regular respostas imunes
exacerbadas, pela producdo de citocinas como IL-10 e TGF-B, ou pelo contato célula-

célula, suprimindo assim a ativacio de células TCD4" e TCDS8".

Um estudo de imunohistoquimica nas lesGes de pacientes com as diversas
formas clinicas de hanseniase mostrou que em média 2,9% das células TCD4+
presentes nas lesdes dos pacientes sdo Foxp3+. Esse estudo ndo apresentou diferenca
estatistica na contagem de células T regs entre formas TT, BT, BL e LL. No entanto foi
possivel observar que as células Foxp3™ permaneciam fora do granuloma (Massone et
al., 2010).

1.8 Papel de IDO na hanseniase

A IDO é uma enzima intracelular que catalisa a etapa inicial do catabolismo do
triptofano (Trp) ao longo da via das quinureninas (Mellor & Munn, 2004). Vérios tipos
de células, como macro6fagos, células epiteliais e DCs expressam IDO que pode ser
induzida por citocinas pro-inflamatorias, como o IFN-y, ligantes de TLRs, como LPS, e
interagBes entre células imunes através de moléculas co-estimuladoras, como CD80 e
CD86. Sabe-se que a IDO pode afetar a imunidade através de dois mecanismos ndo
exclusivos: o estabelecimento de uma resposta local com “privagdo de aminoacidos”
que inibe a proliferacdo celular e patogénica; a a producdo de metabdlitos de Trp com
funcdes imunomoduladoras ou citotoxicas especificas que inibem a ativacdo de células
T e modulam a diferenciagédo de células T naive em células T reguladoras (Tregs) (De
Araujo et al., 2017).

O primeiro passo da rota das quinureninas é a conversdo do Trp em N-
formilquinurenina pela enzima IDO. A N-formilquinurenina é inicialmente convertida
em quinurenina e, entdo, pela enzima quinurenina 3- monooxigenase (KMO), na 3-
hidroxiquinurenina (3-HK). Ambas, quinurenina e 3-hidroxiquinurenina podem ser

oxidadas pela enzima quinureninase (KINU) a &cido antranilico (AA) ou é&cido 3-
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hidroxiantranilico (3-HANA), respectivamente; ou eles podem ser convertidos pelas
enzimas quinurenina aminotransferase | ou Il (KATI ou KATII) a &cido quinurénico
(KYNA) ou acido xanturénico (XA), respectivamente. O acido 3-HANA, por sua vez,
pode ser oxidado pelo acido 3-hidroxiantranilico oxidase (3-HAO) para formar acido
quinolinico (QUINA) (Figura 11) (Braidy & Grant, 2017).

Os metabolitos dessa via, comumente chamados de quinureninas, podem estar
envolvidos em varios processos fisiolégicos e patologicos e, diversos trabalhos vém
mostrando a participacdo das quinureninas na fisiopatologia de varias doencas
neurodegenerativas. Os metabodlicos 3-HANA e 3-HK geram espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) e pode induzir dano neural, e 0
QUINA, um agonista de N-metil-D aspartato pode causar morte neural do tipo necrotica

ou apoptoética (Mackay et al., 2006).

Em hospedeiros imunocompetentes a infeccdo pelo Toxoplasmo gondii leva a
producdo de IFN-y e consequentemente um aumento de IDO, que converte Trp em
quinurerinas que inibem o crescimento do protozoario (Notarangelo et al., 2014). Além
disso, um trabalho recente mostrou que o 3-HK, gerado durante a infecgdo, é ativo

contra o Trypanosoma cruzi (Knubel et al., 2017).
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Figura 11: Via da quinurenina no metabolismo do triptofano.
Fonte: Adaptado de Schwarcz et al., 2012

J& que a maioria dos microrganismos depende desse aminoacido essencial para
sua sobrevivéncia, a degradacdo dessa molécula por células do sistema imune inato foi
apontada como um importante mecanismo microbicida (Mellor & Munn, 2004).
Entretanto, essa enzima tem sido descrita na promocao de respostas imunorreguladoras
(Plain et al., 2011; Pallotta et al., 2011).

Inicialmente, a IDO foi descrita como um mecanismo efetor bactericida e
também ligada a imunossupressao de células T e tolerdncia. Mas nos ultimos anos, tem-

se acumulado evidéncias de que o IDO também desempenha um papel importante
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durante infeccGes virais, incluindo HIV, influenza e hepatite B e C e sepse (Schmidt &

Schultze, 2014).

Schmidt & Schultze, 2014 descreveram que o aumento da atividade de IDO em

células infectadas por bactérias induz uma potente restricdo do crescimento bacteriano.

Além da inducdo de ROS e radicais Oxido nitrico, a atividade de IDO auxilia na

degradacdo de Trp para o starve (morte de fome) das bactérias auxotréficas Trp. Um

outro efeito bactericida espécie —especifico de aumento da ativagdo de IDO é a

producdo de metabolitos de quinurenina tdxicos. O recrutamento de células Treg e

niveis crescentes de ions livres podem ajudar como loop de feedback negativo para

encerrar as respostas inflamatérias (Figura 12).
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Figura 12: Visdo esquematica do papel central do IDO nas respostas imunes a

infeccOes bacterianas.
Fonte: Adaptado de Schmidt & Schultze, 2014

De Souza Sales et al. (2011) demonstraram um aumento de células IDO+ em

lesbes de pele de pacientes lepromatosos. A razdo quinurerina/triptofano e os niveis de
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concentracdo de quinurenina avaliados por cromatogréfica liquida de alta eficiéncia
(HPLC) sdo indices que refletem a atividade enzimatica de IDO. A atividade de IDO foi
avaliada no soro de pacientes com hanseniase. Foi observado um aumento significativo
da atividade de IDO nos soros de pacientes lepromatosos em relagdo aos pacientes

paucibacilares e as volutarios saudaveis.

Os estudos in vitro demonstraram que M. leprae induz um aumento da expressao
génica e protéica de IDO em mondcitos humanos por um mecanismo dependente de IL-
10 (Moura et al., 2012). De acordo com esse trabalho, nas lesGes lepromatosas também
foi observado um aumento de CD123, um receptor do tipo scavenger capaz de
reconhecer complexos de Hemoglobina-Haptoglobina, demonstrou-se que o CD163 tem
um papel duplo na célula, aumentando os estoques intracelulares de ferro, o que é
benéfico ao bacilo e, funcionando como um co-receptor para a entrada do bacilo na
célula. No polo lepromatoso da doenca, M. leprae induz IL-10 que aumenta a expressdo
de CD163 e IDO, que contribuem para a sobrevivéncia do bacilo. Esses dados
sugeriram um papel tolerogénico de IDO na imunopatogénese da hanseniase.

No entanto, um trabalho mais recente demonstrou um aumento de IDO,
dependente de IFN-y, em células de lesdo de pele de pacientes multibacilares que
desenvolveram um episddio inflamatério agudo conhecido como reacdo reversa,
sugerindo que a IDO pode apresentar efeitos antagbnicos na patogenia da doenca
(Andrade et al., 2015).
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2. Justificativa
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As pesquisas sobre os mecanismos subjacentes a infeccdo, patogénese e sequelas
clinicas pela infeccdo de M. leprae tem sido limitada pelo fato do bacilo infectar apenas
humanos e ndo poder ser cultivado in vitro. Na tentativa de eludicar mecanismos que
podem ser utilizados pelo bacilo para modular a resposta a infec¢do, algumas moléculas
que possuem um papel na defesa contra patdgenos vem sendo investigadas, entre elas, a
IDO.

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que ha um aumento da expressao
génica e protéica da enzima IDO em amostras de lesdo de pele e no soro de pacientes com
a forma multibacilar da doenca (De Souza Sales et al.,, 2011). Em conjunto, foi
demonstrado que M. leprae induz aumento na expresséo e atividade dessa enzima em

monaocitos humanos por um mecanismo dependente de IL-10 (Moura et al., 2012).

Em contraste, a analise da expressdo de IDO demonstrou um aumento ainda
maior nas lesbes de pacientes multibacilares que desenvolveram um episddio de
inflamagdo aguda conhecido como reacdo reversa, onde ha uma intensa morte

micobacteriana, por um mecanismo mediado por IFN-y (Andrade et al., 2015).

Na literatura, j& foi descrito que o aumento da atividade enzimatica de 1IDO pode
ocorrer por diferentes citocinas como IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-B (Orabona et al., 2008;
Pallota et al., 2011, Moura et al., 2012; Andrade et al., 2015; Li et al., 2016). Apesar de
nossos estudos in vitro apontarem para o envolvimento de I1L-10 na inducdo de IDO em
macrofagos lepromatosos e de IFN-y na reagdo reversa, o papel funcional da enzima nesses
dois modelos ainda ndo esta completamente elucidado. Sabendo que as DCs desempenham
um papel fundamental na modulagéo da resposta imune inicial no local da invaséo por M.
leprae (Modlin et al., 1984), o presente estudo justificou-se pela necessidade de avaliarmos
0s mecanismos reguladores da expressdo e atividade de IDO em mDCs estimuladas por M.

leprae e suas fracoes.

A compreensdo do papel funcional da IDO na hanseniase abrira perspectivas para o
uso de substancias moduladoras da atividade dessa enzima de modo complementar a
poligquimioterapia, uma vez que a realidade do tratamento de pacientes multibacilares hoje
é que cerca de 50% recebem alta clinica sem apresentarem cura baciloscopica, o que gera a

demanda por farmacos que atuem especificamente para diminuir a quantidade de bacilos.
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3. Objetivos
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Objetivo Geral

Estudar os mecanismos reguladores da expressao e atividade da enzima IDO em
celulas dendriticas diferenciadas de mondcitos (mDCs) estimuladas por M. leprae e suas

fracdes.

Objetivos Especificos

3.1 Avaliar a eficiéncia do protocolo de diferenciacdo de mDCs;

3.2 Avaliar a capacidade de M. leprae e suas fracdes de alterarem o fenotipo de mDCs;

3.3 Determinar a producdo de citocinas em DCs estimuladas por M. leprae e suas
fragdes;

3.4 Investigar se M. leprae e suas fracGes séo capazes de induzir a expresséo e atividade
de IDO em mDCs;

3.5 Determinar o papel de IL-10 e TNF-a na indug¢ao de IDO nas mDCs;

3.6 Investigar o envolvimento da via TLR2 na inducgédo de IDO por M. leprae e suas
fracdes em mDCs;

3.7 Determinar a via de inducdo de IDO por M. leprae em mDCs estimuladas in vitro
por 24h;

5.7 Avaliar a capacidade das mDCs estimuladas ou ndo com M. leprae de induzir um
fendtipo supressor nos linfocitos T;

3.9 Investigar a importancia de IDO na viabilidade do bacilo na mDC.
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4. Materiais e Métodos
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4.1 Obtencao das buffy coats

Os buffy coats foram obtidos de doadores saudaveis pelo servico de hemoterapia
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro através de parceria técnico-cientifica aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, sob o parecer 1.538.467. Os critérios de inclusao
e exclusdo foram os mesmos utilizados para a triagem em bancos de sangue, tendo sido
excluidos nesse estudo voluntarios com menos de 18 anos e cuja triagem soroldgica
tenha sido positiva para Hepatite B (HbsAg e Anti-HBc), Hepatite C (Anti-HCV),
AIDS/SIDA (HIV /1l — teste combinado Ag+Ac), Doenca de Chagas (Anti-T. cruzi),
Sifilis (VDRL — nédo treponémico), HTLV-l e HTLV-Il, Maléria e Citomegalovirus
(CMV). Também foram excluidos pacientes com doengas autoimunes, gestantes e

pacientes com anemia.

4.2 Separacdo de células mononucleares do sangue periférico

O sangue foi diluido em tampéo fosfato salina (PBS) e posteriormente adicionou-se
Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia) em cada para separacdo das células por
gradiente de densidade. Apo0s a rotacdo por 30 minutos, a temperatura ambiente, foi
coletada a nuvem de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
posteriormente lavadas com PBS. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas novamente. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet
foi ressuspenso em 2 mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
A viabilidade das células foi verificada através da solucdo de Azul de Tripan 0,4%
(Sigma-Aldrich) na diluicdo 9 partes de Tripan para 1 de células e a contagem foi

realizada em Camara de Neubauer.

Apdbs a contagem, as células foram ressuspensas em meio RPMI (Gibco Invitrogen
Corporation 1640, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco
Invitrogen Corporation, EUA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a
2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a
100pug/mL (meio completo). Para os experimentos utilizando M. leprae vidvel o

antibiotico utilizado ampicilina a 50 pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich, EUA).

4.3 Obtencao de monacitos e células dendriticas derivadas de monaocitos (mDCs)
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As células mononucleares do sangue periférico obtidas de doadores saudaveis
foram marcadas com beads magnéticas para CD14 (20ul de MicroBeads para 10’ de
celulas / MACS Miltenyi Biotec) por 15 minutos a 4°C. Apos esse tempo, as células
foram lavadas com uma solu¢do contendo 5% soro fetal bovino, 1ImM EDTA e PBS.
Em seguida, essas celulas foram passadas numa coluna de separacdo magnética, e as
células CD14" foram obtidas através da selecdo positiva. As células CD14" foram
plaqueadas e estimuladas por 24 horas. Alternativamente, ap6s a separagdo dos
mondcitos, as células CD14" foram cultivadas na presenca de meio contendo IL-4 (10
ng/mL) e GM-CSF (50 ng/mL) (PeproTech, NJ, USA) por 6 dias, para a diferenciacdo
das células CD14" em células dendriticas derivadas de mondcitos (mDCs).

4.4 Estimulacdo das culturas de PBMCs, mondcitos e células dendriticas

Estimulo Concentraco Marca
M. leprae irradiado 0.1, 1 ¢ 10 pg/mL BEI Resources (NIH/ATCC)
M. leprae viavel MOI 10:1 Instituto Lauro de Souza Lima, SP

MLSA 0.1, 1¢ 10 pg/mL BEI Resources (NIH/ATCC)
MLMA 0.1,1¢e 10 pg/mL BEI Resources (NIH/ATCC)
1-MT 4 uM Sigma Aldrich

Pam3Cys 10 pg/mL Sigma Aldrich

anti-human TNF-a, 500 pg/mL Peprotech

rabbit anti-human IL-10 | 100 ug/mL Peprotech

Mab-mTLR2 1 pg/mL InvivoGen

Brefeldina A 5 mg/mL BioLegend

Tabela 3. Estimulos utilizados nas culturas in vitro

4.5 Ensaio Imunoenzimatico

Os sobrenadantes das culturas de 24 horas foram recolhidos apds o periodo de
incubacdo e congelados a —20°C. As citocinas nos sobrenadantes foram dosadas por
ELISA com kits especificos. As citocinas avaliadas foram: TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-15,

conforme as instrucdes do fabricante (eBioscience).

4.6 Citometria de Fluxo
4.6.1 Citometria Extracelular

Para a analise fenotipica das mDCs foi realizada a técnica de citometria de fluxo.

Dois parametros foram avaliados: o percentual de células positivas e, a média de
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intensidade de fluorescéncia (MIF) para CD14, HLA-DR, CD11c, CD209, CD86,
CD83, CD303, CD304 e CD123 (Tabela 3).

Para a marcacdo e posterior analise por citometria, as células que ficaram em
cultura foram lavadas com PBS-FACS (PBS + 0,1% de BSA + 0.01% de azida). Apos a
lavagem, as células foram incubadas por mais 30 minutos, em gelo, com anticorpos
monoclonais ja mencionados. Ao término da incubagdo, as células foram lavadas, e
fixadas com PFA 2%. As células foram lavadas novamente e ressuspensas em 500ul de
PBS-FACS e em seguida foi feita a aquisicdo em citometro de fluxo (BD Accuri). Para
cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram adquiridos. A analise foi realizada

no software BD Cflow.

4.6.2 Citometria Intracelular

Nos ensaios para analise da expressao intracelular de citocinas foi utilizado
Brefeldina A (BioLegend) na concentracdo 5 mg/mL, por 12 horas nas culturas. Para a
marcacdo intracelular, ap6s o tempo de estimulacdo as células foram transferidas da
placa para mini tubos de citometria. As células foram lavadas e posteriormente fixadas
(PFA 2%). Em (Saponina  0.15%).

Subsequentemente as células foram incubadas por 30 minutos e protegidas da luz, com

seguida, blogueadas e permeabilizadas
anticorpos monoclonais IDO ou TNF-a. Ao término da incubacdo, as células foram
lavadas, ressuspensas para posterior a leitura em citdmetro de fluxo (BD Accuri). Para
cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram adquiridos. A andlise foi realizada

no software BD FlowJo.

Anticorpo Clone N° de Marca Fluorocromo
catélogo
CD14 61D3 120149-42 eBioscience PE
HLADR G46-6 555811 BD eBioscience FITC
CD11c 3.9 301606 BiolLegend PE
CD209 eB-h209 11-209973 eBioscience FITC
CD86 IT2.2 15-0869-71 eBioscience PE-Cy5
CD83 HB1Se 305320 BiolLegend PerCP-Cy5.5
CD303 2012 354280 BiolLegend FITC
CD304 AD5-17F6 130-090-900 Milteny Biotec APC
CD123 6H6 306012 Biol.egend APC
IDO 700838 1C6030P R&D PE
TNF-a Mab11 561023 BD eBioscience AlexaFluor700
CD4 S3.5 MHCDO0412 Catalg PeCy7
CD25 BC96 17-0259-42 BD eBioscience APC
CTLA4 14D3 12-1529-73 eBioscience PE
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Tabela 4. Anticorpos utilizados para citometria de fluxo

4.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
4.7.1 Extracdo de RNA

O RNA total das culturas de mDCs foi extraido utilizando o regente TRIzol®
(Lif technologies, EUA) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Ap6s 0s
periodos de estimulacdo, o sobrenadante das culturas foi retirado e aliquotado, e entdo
adicionado 500 pL de TRIzol® em cada pogo, para lise das células aderentes.
Posteriormente, adicionou-se 200 uL de cloroformio (Merck, Alemanha) em cada tubo
e 0s mesmos foram homogeneizados por inversdo até se obter um aspecto leitoso. Apos
isso, 0s 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 invers&o 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. Apos o periodo de incubacdo, foi adicionado
2 pL de GlycoBlue® (Ambion, EUA) em cada tubo, para melhor visualizagdo 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 ressuspensos em 20 pL de agua tratada com dietilpirocarbonato 0,01% (DEPC,
Life technologies, EUA).

4.7.2 Quantificacdo de acidos nucleicos

A quantificacdo dos 4acidos nucleicos foi realizada por espectrofotometria
utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). Inicialmente
foi lido 1 pL de dgua DEPC/4gua ultrapura para determinar o “branco”. Em seguida, 1
puL de cada amostra foi lido contra o “branco” no comprimento de onda de 260 nm. A
avaliacdo da pureza foi determinada pela razdo da absorbéncia (A) em dois
comprimentos de onda: A260/280 indica o grau de contaminagdo por proteinas,
enquanto A260/230 indica o grau de contaminacdo por compostos organicos. As
amostras foram consideradas com alto grau de pureza quando as razbes A260/280 e

A260/230 apresentaram valores > 1,8.
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4.7.3 Analise da integridade do RNA

A integridade do RNA extraido foi avaliada por gel desnaturante de 1,2% de
agarose (Life technologies, EUA) em tampdo MOPS 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 uLL de SYBR Green 11
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. Apos esse periodo, o gel foi
analisado por sistema de fotodocumentacao (L-Pix touch, Loccus biotecnologia, SP). O
RNA foi considerado integro quando observadas as subunidades ribossomais esperadas
(28S e 18S).

4.7.4 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 reacao
com volume final de 30 pL. Inicialmente, em tubos de 0,6 mL, foi adicionado 3 pug de
RNA, 0,1 volume de tampao 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 conteldo. Apds isso, os tubos foram centrifugados a
10000 xg por 2 min, os sobrenadantes contendo o RNA foram cuidadosamente
transferidos para novos tubos e 0 RNA novamente quantificado como descrito no item
4.5.3.

4.7.5 Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do RNA total das culturas de mdTHP-1 mediante o
uso da enzima transcriptase reversa Superscript 111® (Life 33L33hnologies, EUA) em
uma reagdo com volume final de 20 pL. Inicialmente, 500 ng de RNA e de Oligo (dT)
(para a analise da expressdo génica de mdTHP-1) ou Random Primer (para analise da
expressao génica de micobactérias) foram incubados a 65° C por 5 min para a

linearizacdo da molécula de RNA. Ap0s a incubacéo foi adicionado o tampé&o da enzima
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em concentracdo de 1X, dNTP 0,125 mM, DTT 10 mM, 40 U de RNAse Out® e 200 U
da enzima Superscript 11I®. Essa mistura foi incubada a 50° C por 1 hora para
transcrigdo, seguida de incubacdo a 70° C por 5 min para inativacdo da enzima. Apos a

incubacdo as amostras foram armazenadas a -20° C.

4.7.6 RT-PCR em tempo real para andlise da expressao génica (RT-qPCR)

Para andlise da expressdo génica, a reacdo de RT-PCR em tempo real foi realizada
utilizando-se o reagente TagMan®Fast Universal PCR MasterMix (2x) (Applied

Biosystems, USA), seguindo as instruc@es do fabricante.

Para 0 RT-PCR em tempo real foram utilizadas amostras de cDNA, obtidas
anteriormente, na concentracdo de 10 ng por reagdo. Para isso, a reacdo de PCR foi
realizada com volume final de 10 pL, onde foram adicionados 1 pL de cada cDNA, 3,5uL
de &gua destilada ultrapura, livre de DNAse / RNAse (Life Technologies, USA) e SuL de
TagMan®Fast Universal PCR MasterMix (2x) (Applied Biosystems). Para cada amostra
foram amplificados os genes de interesse e 0 gene constitutivo GAPDH (Hs99999905_m1)
(Life Life Technologies, USA). As reacdes foram incubadas no equipamento de PCR em
tempo real StepOne Plus® (Applied Biosystems, USA) e submetidas a ciclos de 95° C por
20 segundos, 40 ciclos de 95° C por 1 segundo e 60° C por 20 segundos.

Para os ensaios acima, 0s seguintes ensaios TagMan® foram utilizados: AFMID
(Hs00895838_m1), KMO (Hs00175738-m1) e KYNU (Hs01114099 m1) (Life Life
Technologies, USA).

A expressdo génica foi quantificada pelo o método 2**“* (Livak & Schmittgen,
2001).

4.8 Viabilidade do M. leprae

Para os ensaios de viabilidade do bacilo, a fase intermediaria armazenada a -20°
C foi utilizada para a extracdo de DNA para a realizacdo dos experimentos de
viabilidade bacteriana. Em cada tubo foi adicionado 100 pL de tampao TE (5mM Tris;
0,1 mM EDTA) e 150 pL de cloroformio. A mistura foi homogeneizada no aparelho
FastPrep® 120 (MP biomedicals, EUA) na configuracao 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 uL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA),
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misturada por inversao e armazenada a -70° C por no minimo um dia. A fase orgéanica
resultante foi armazenada a -20° C para posterior extracdo de proteinas. Apds a
incubagao, foi adicionado 2 pLL 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, os sedimentos secos a

temperatura ambiente por 15 min e ressuspensos em 20 uLL de dgua ultrapura.

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

TagMan.

4.9 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC)

A determinacdo da atividade de IDO nos sobrenadantes de cultura de mDCs foi
realizada para determinacdo dos niveis de quinurenina e triptofano (De Souza Sales et
al., 2011) por HPLC. Em um tubo eppendorf, 165 ul do sobrenadante de cultura foram
homogeneizados com 5 ul de tirosina e 25 pul de acido tricloroacético (TCA). Os tubos
foram entdo centrifugados por 10 minutos a 15800 xg. Apo6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado e foram injetados 50 pl na coluna de fase reversa C18. A
deteccdo da corrida foi feita em 365 nm, para detectar a quinurenina, e 285 nm, para
detectar o triptofano e o normalizador interno, tirosina. A atividade de 1DO foi avaliada

através da razdo da concentracdo de quinurenina sobre triptofano.

4.10 Obtencdo dos linfécitos aut6logos

Os linfécitos dos mesmos doadores foram obtidos através da purificacdo da
populacédo pelo kit de separacdo por selecdo magnética positiva CD14, pois as células
ndo aderentes a coluna magnética (CD14°) foram marcadas com beads magnéticas para
CD4 (20pl de MicroBeads para 107 de células / MACS Miltenyi Biotec) por 15 minutos
a 4°C. Apos esse tempo, as celulas foram lavadas com uma solucéo contendo 5% soro
fetal bovino, ImM EDTA e PBS. Em seguida, essas células foram passadas numa

coluna de separacio magnética, e as células CD4" foram obtidas através da selecdo
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positiva, em seguida foram avaliadas quanto a expressdo de CD4 por citometria de fluxo
(Milteny Biotec, Auburn, CA, EUA).

4.11 Co-cultura de mDCS e linfocitos e marcacao celular avaliada por citometria

de fluxo

Para avaliar o papel funcional de IDO nas células T, as mDCs obtidas como ja
descrito foram colocadas em cultura em placa de 96 pocos (1x10°) e em seguida, 0s
linfécitos foram adicionados em co-cultura juntos com as mDCs na propor¢édo de 1:1.
Essas células foram estimuladas com M. leprae (2 pg/mL) na presenca ou auséncia do
inibidor de IDO 1-Metil Triptofano (4uM) por 24 horas. Apds esse periodo de tempo, as
celulas foram recolhidas, lavadas com PBS-FACS duas vezes e marcadas com anticorpo
anti-CD4, -CD25, -CTLA-4 por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas novamente

com PBS-FACS e analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri).

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. A anélise dos
experimentos in vitro foi realizada pelo teste Kruskall-Wallis, Mann-Whitney ou One-
Way ANOVA. Para todas as anélises estatisticas o valor de p <0,05 foi considerado
significante. As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5. Resultados
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5.1 Caracterizacao fenotipica das mDCs

As células dendriticas foram geradas a partir de culturas de mondcitos originarios

de PBMCs de doadores saudaveis. A expressdo de CD14 é caracteristica de mondcitos e

inexistente em mDCs (Macey et al., 1998). Com o objetivo de investigarmos a eficiéncia

de nosso protocolo de diferenciacéo, a expressdo de CD14 foi avaliada antes e depois da

diferenciacdo de mondcitos em mDCs.

Como observado na figura 13, aproximadamente 14% da populacdo de PBMCs
foram CD14" (Figura 13?). Apds a marcagdo com beads magnéticas CD14 e posterior
selecdo positiva de células utilizando coluna magnética, aproximadamente 70% das
células foram CD14" (Figura 13B). Em seguida, essas células foram deixadas em
cultura por 6 dias na presenca de GM-CSF e IL-4 e foi entdo realizado um gate na
populacdo de mDCs (Figura 13C). As mDCs diferenciadas foram entdo marcadas com
anticorpo anti-CD14 e analisadas por citometria. Foi observado uma diminuicdo na
média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de CD14 nas mDCs, mostrando a

eficiéncia do protocolo de diferenciacao in vitro.
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Figura 13: Eficiéncia do protocolo de diferenciacdo de mDCs. (A) Inicialmente 1,5x10° PBMCs
foram adquiridas ap6s a separagdo por gradiente de Ficoll, e em seguida 1x10° de células por poco
foram plaqueadas e analisadas por citometria de fluxo, o gate identifica a populagédo de PBMCs. (B)
1,8x10® de monécitos foram obtidos por selecéo positiva de CD14 utilizando uma coluna magnética,
0 gate identifica a populacdo de mondcitos. (C) 1x10° de mDCs, apds 6 dias de cultura com GM-
CSF e IL-4, foram plagueadas por pogo e analisadas por citometria de fluxo, o gate identifica a
populacdo de mDCs. (D) Histograma representativo da analise das trés diferentes populacdes
(PBMCs, mondcitos e mDCs) analisadas quanto a expressao de CD14. Os dados séo representativos
de células de uma buffy coat utilizada no estudo. A aquisicao foi realizada em citdmetro de fluxo BD

Accuri e a analise realizada usando o software FlowJo.

Em geral, os artigos consideram que uma boa diferenciacdo ocorre quando se
observa a reducdo da expressdo de marcadores de mondcitos/macrofagos e aumento da
expressdo de marcadores classicos de mDCs. Assim, as expressdes de CD14, CD11c,
HLD-DR, CD209, CD123, CD304, CD303, CD86 e CD83 foram avaliadas em PBMCs,

monacitos e mDCs por citometria (Figura 14 e 15).
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Figura 14: Histogramas representativos da caracterizacdo fenotipica de PBMCs, mondcitos e
mDCs diferenciadas in vitro. As PBMCs foram obtidas a partir de buffy coats através de
gradiente de Ficoll, 1x10° de células foram plaqueadas e marcadas com anticorpos anti-CD14,
CD11c, HLA-DR, CD209, CD123, CD304, CD303, CD86 e CD83 e avaliadas por citometria de
fluxo. 1x10° de mondcitos, obtidos por selecdo positiva de CD14, foram plaqueados e marcadas
com 0s mesmos anticorpos citados anteriormente. As mDCs foram obtidas ap6s 6 dias de
cultura de mondcitos com GM-CSF e IL-4, 1x10° de mDCs foram plaqueadas e marcadas com
0S mesmos anticorpos citados. A aquisicao foi realizada em citdmetro de fluxo BD Accuri e a
andlise realizada usando o software FlowJo. Os histogramas sdo representativos das trés
diferentes populacGes para cada marcador utilizado, as tabalas indicam a média de intensidade
de fluorescéncia (MIF). Para cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram analisados. Os
gréaficos representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentemente
realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA).
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Figura 15: Caracterizacao fenotipica de PBMCs, mondcitos e mDCs diferenciadas in vitro. As
PBMCs foram obtidas a partir de buffy coats através de gradiente de Ficoll, 1x10° de células
foram plaqueadas e marcadas com anticorpos anti-CD14, CD11lc, HLA-DR, CD209, CD123,
CD304, CD303, CD86 e CD83 e avaliadas por citometria de fluxo. 1x10° de monécitos, obtidos
por selegdo positiva de CD14, foram plaqueados e marcadas com 0s mesmos anticorpos citados
anteriormente. As mDCs foram obtidas apds 6 dias de cultura de monécitos com GM-CSF e IL-
4, 1x10° de mDCs foram plaqueadas e marcadas com 0s mesmos anticorpos citados. A
aquisicdo foi realizada em citémetro de fluxo BD Accuri e a analise realizada usando o software
Cflow. Para cada marcador, o grafico a esquerda mostra o percentual de células positivas
(Células %) e o grafico a direita, a média de intensidade de fluorescéncia (MIF). Para cada
amostra, um minimo de 10.000 eventos foram analisados. Os graficos representam a média +
desvio padrdo de quatro experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way
ANOVA).

Como observado na Figura 15, a expressdo de CD11c, CD304 e HLA-DR estava
significativamente aumentada nas mDCs quando comparadas as PBMCs. A analise da
intensidade de fluorescéncia revela ainda o aumento de CD209, CD123, CD303, CD83
e CD86 nas mDCs quando comparadas as PBMCs (Figura 15).

5.2 M. leprae e suas fracdes ndo alteram o fenétipo de mDCs

Durante a infeccdo por M. leprae, a resposta imune pode levar a morte
micobacteriana e, a celula hospedeira interage ndo somente com o bacilo integro como
também com fracBes antigénicas. Desse modo, foi avaliado se M. leprae e suas fra¢Ges:
fracdo de membrana (MLMA) e fragdo soluvel (MLSA) foram capazes de modular o
fendtipo das mDCs. Para isso, mDCs foram estimuladas com M. leprae, MLMA e
MLSA por 24 h. Os nossos resultados demonstraram que nem o M. leprae, nem suas

fracOes foram capazes de modular a expressédo dos marcados utilizados (Figura 16). A
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intensidade de fluorescéncia coincidiu com a porcentagem de células positivas na

maioria dos marcadores testados (dados ndo mostrados).
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Figura 16: M. leprae e suas fracdes ndo alteram o fendtipo de mDCs. As mDCs diferenciadas
de monécitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com M. leprae (ML),
fracdo de membrana do M.leprae (MLMA) e fracdo soluvel do M. leprae (MLMA) a 10 pg/mL,
por 24h ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Apos esse periodo, as células foram marcadas
com anticorpos anti-CD11c, HLA-DR, CD209, CD123, CD304, CD303, CD86 e CD83. A
aquisicdo foi realizada em citbmetro de fluxo BD Accuri e a analise realizada usando o software
Cflow. Os graficos mostram o percentual de células positivas (Células %). Para cada amostra,
um minimo de 10.000 eventos foram analisados. Os gréaficos representam a média = desvio

padrdo de quatro experimentos independentemente realizados.

5.3 M. leprae aumenta a expressao e atividade de IDO em mDCs

Dados anteriores de nosso grupo demonstraram que M. leprae induz a
expressao e atividade de IDO em mondcitos humanos (De Souza Sales et al., 2011). No
intuito de investigar se M. leprae e suas fragdes eram capazes de induzir um aumento na
expressao proteica de IDO em mDCs, essas células foram estimuladas com M. leprae,
MLMA e MLSA em diferentes concentragdes (0,1, 1 e 10 ug/mL) por 24 hrs e a

expressao de IDO foi avaliada por citometria de fluxo.

Como observado na Figura 17, M. leprae a 10 pg/mL induziu um aumento na
expressao de IDO quando comparado com as concentragdes de 0,1 e 1 pg/mL. A fragédo
soluvel (MLSA) parece induzir um aumento na expressdo de IDO em relagéo as células
ndo estimuladas (NE) na concentracdo de 0,1 pug/mL e depois o percentual de células
positivas se manteve constante nas concentracdes de 1 e 10 pg/mL. J& a fracdo de
membrana (MLMA) induziu um aumento no percentual de células IDO™ na

concentragdo de 1 pg/mL que se manteve na mesma proporcao a 10 pg/mL (Figura 17).
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Figura 17: Expressdo intracelular de IDO nas mDCs. As mDCs diferenciadas foram plagueadas
(1x10° células por poco) e estimuladas com M. leprae (ML), fragio de membrana do M.leprae
(MLMA) e fracdo soltvel do M. leprae (MLMA) a 0.1, 1 ou 10 pg/mL, por 24h, ou ndo (NE —
célula ndo estimulada). Apds esse periodo, as células foram marcadas com anticorpo intracelular
anti-IDO. A) Estratégia de gate na populacdo de mDCs e o percentual de células positivas
(Células %). B) C) D) Histogramas representativos e as respectivas analises da MIF para cada
estimulo utilizado. A aquisicdo foi realizada em citdmetro de fluxo BD ARIA e a analise
realizada usando o software FlowJo. Para cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram
analisados. O grafico representa a média * desvio padrdo de dois experimentos

independentemente realizados.

A atividade de IDO, obtida através da razdo quinurenina/triptofano, ¢ um
parametro constantemente observado na literatura. A atividade de IDO foi avaliada por

HPLC nos sobrenadantes de mDCs. Conforme observado na Figura 18, M. leprae e

48



MLMA na concentracdo de 10 ng/mL foram capazes de aumentar significativamente a

atividade enzimatica de IDO.
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Figura 18: M. leprae aumenta a atividade de IDO em mDCs. As mDCs diferenciadas de
mondcitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com M. leprae (ML),
fracdo de membrana do M.leprae (MLMA) e fragdo soltvel do M. leprae (MLMA) a 10 pg/mL,
por 24h, ou ndo (NE - célula ndo estimulada). Apds esse periodo, os sobrenadantes dessas
culturas foram coletados e a atividade de IDO foi avaliada através da razéo
quinurenina/triptofano (quin/Trp) por HPLC. O gréfico representa a média + desvio padréo de

trés experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (Mann-Whitney).

5.4 Efeitos antag6nicos das fracdes de M. leprae em mDCs

As concentragcfes de citocinas nos sobrenadantes de culturas das mDCs apos a
diferenciacdo, estimuladas por 24 horas com M. leprae, MLSA e MLMA foram
avaliadas por ELISA. Como observado na Figura 19, M. leprae ndo foi capaz de
modular de forma significativa a producdo das citocinas testadas. No entanto, a fragdo
de membrana de M. leprae (MLMA) foi capaz de induzir um aumento significativo nas
concentracdes de TNF-a e IL-6 (Figura 19). Ao contrario, a fracdo soluvel (MLSA)
induziu aumento de IL-10, assim como o M. leprae. Nao houve alteracdo na producao

de IL-15 pelas mDCs apds os estimulo com M. leprae e suas fracfes (Figura 19).
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Figura 19: Efeitos antagonicos das fracdes de M. leprae na inducéo de citocinas por mDCs. As
mDCs diferenciadas de monécitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas
com M. leprae (ML), fragdo de membrana do M.leprae (MLMA) e fracédo soltvel do M. leprae
(MLMA) a 10 pg/mL, por 24h, ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Ap6s esse periodo, 0s
sobrenadantes dessas culturas foram coletados e a producédo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e
IL-15 foram avaliadas por ELISA. Os graficos representam a média + desvio padrdo de quatro
experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA).

Uma vez que foi observado que M. leprae e suas fraces aumentam a
expressao e atividade de IDO (Figuras 17 e 18, respectivamente) e que a fracdo de
membrana (MLMA) foi capaz de induzir um aumento da produgdo de citocinas
inflamatorias, como TNF-a e 1L-6 pelas mDCs (Figura 19), em seguida, foi investigada
a relacdo da producéo de TNF-a e a expressao de IDO pelas mDCs estimuladas 24 hrs
com M.leprae, MLMA e MLSA. Como observado na Figura 20, 6,72% das mDCs
estimuladas com MLMA expressavam IDO e TNF-o apds 24h de cultura, enquanto

4,40% expressavam somente TNF-a.
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Figura 20: MLMA induziu um aumento na frequéncia de células IDO*TNF-a’". As mDCs
diferenciadas de mondécitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com M.
leprae (ML), fracdo de membrana do M.leprae (MLMA) e fragdo sollvel do M. leprae
(MLMA) a 0.1, 1 ou 10 pg/mL, por 24h, ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Apos esse
periodo, as células foram marcadas com anticorpos intracelular anti-IDO PE e TNF-o Alexa
Fluor 700. A aquisi¢do foi realizada em citometro de fluxo BD ARIA e a analise realizada
usando o software FlowJo. A analise é representativa de células de um doador. Para cada

amostra, um minimo de 10.000 eventos foram analisados.

5.5 TNF-a é importante na inducdo de atividade IDO por M. leprae e suas fracdes

em mDCs

J& que o estimulo com MLMA induz o aumento de TNF-a e 0 estimulo com

MLSA induz aumento de IL-10, foi avaliada a importancia de IL-10 e TNF-a na
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inducdo de IDO pelas mDCs. Para isso foram utilizados anticorpos monoclonais

neutralizantes anti- TNF-a e anti- 1L-10.

Foi demonstrado na Figura 21, que o bloqueio de TNF-a nas culturas levou a
uma diminuicdo significativa da atividade de IDO nas culturas de mDCs, sugerindo um
papel importante dessa citocina na indugdo de IDO pelo M. leprae e suas fracdes. Ao
contrdrio do esperado, o bloqueio de IL-10 ndo foi suficiente para diminuir
significativamente a atividade de IDO nas mDCs estimuladas com M. leprae e suas

fracdes.

Atividade de IDO

Figura 21: Importancia de TNF-a na atividade de IDO pelas mDCs. As mDCs diferenciadas de
mondcitos foram plaqueadas (1x10° células por poco) e 1 hr antes da estimulacéo, adicionou-se
anticorpos neutralizantes anti-Human 1L-10 (100 ug/mL) ou anti-Human TNF-a (500 pg/mL)
as culturas, e em seguida os estimulos: M. leprae (ML), fracdo de membrana do M.leprae
(MLMA) e fracdo soltvel do M. leprae (MLMA) a 10 pg/mL, por 24h, ou ndo (NE — célula ndo
estimulada). Apos esse periodo, os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e a atividade
de IDO foi avaliada através da razdo quinurenina/triptofano (quin/Trp) por HPLC. O grafico
representa a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentemente realizados.
*p<0.05 (Kruskall-Wallis).
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5.6 Envolvimento de TLR2 na inducéo de IDO

Sabendo que a membrana do M. leprae contém lipoproteinas que podem ativar a
sinalizacdo de TLR2, e que a mesma é capaz de induzir uma resposta inflamatoria
(Montoya & Modlin, 2010), fomos investigar um possivel envolvimento da via de

TLR2 na inducéo de IDO em mDCs estimuladas por M. leprae, MLMA e MLSA.

Inicialmente, foi investigado se o estimulo com Pam3Cys (agonista de TLR2)
era capaz de modular a expresséo e atividade de IDO em mDCs. Os dados apresentados
na Figura 22 demonstraram que o estimulo com Pam3Cys foi suficiente para aumentar a
expressao de IDO em relacdo a célula ndo estimulada e esse aumento foi maior quando
houve a associac¢do entre 0 Pam3Cys e M. leprae a 10 e 50 pg/mL.
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Figura 22: Expressdo de IDO em mDCs estimuladas com Pam3Cys e M leprae. As mDCs
diferenciadas foram foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com Pam3Cys (10
png/mL), Pam3Cys (10 ug/mL) + M.leprae nas diferentes concentragdes 1, 10 e 50 ug/mL, por 24h,
ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Apos esse periodo, as células foram marcadas com anticorpo
monoclonal anti-IDO. A) O gréfico mostra o percentual de células positivas (Células %). B)
Histograma representativo e respectiva analises da MIF para cada estimulo utilizado. A aquisi¢do
foi realizada em citdmetro de fluxo BD ARIA e a analise realizada usando o software FlowJo. Para
cada amostra, um minimo de 10.000 eventos foram analisados. O grafico representa a média *

desvio padrdo de dois experimentos independentemente realizados.

Os nossos resultados sugeriram que o Pam3Cys foi capaz de aumentar a
expressao intracelular de IDO, assim como a atividade de IDO nos sobrenadantesos das
mDCs por HPLC, porém, devido ao tamanho amostral ndo foi possivel realizar teste

estatitico (Figura 23).
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Figura 23: Atividade de IDO em mDCs estimuladas com Pam3cys e M. leprae. As mDCs
diferenciadas foram foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com Pam3Cys (10
pug/mL), Pam3Cys (10 ug/mL) + M.leprae nas diferentes concentragdes 1, 10 e 50 ug/mL, por
24h, ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Apos esse periodo, os sobrenadantes dessas culturas

foram coletados e a atividade de IDO foi avaliada através da razdo quinurenina/triptofano
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(quin/Trp) por HPLC. O grafico representa a media + desvio padrdo de dois experimentos

independentemente realizados.

Em seguida, utilizamos um anticorpo neutralizante para avaliar melhor a
participacdo de TLR2 na indugédo de IDO. Sendo assim, as mDCs foram incubadas com
anti-Human TLR2 (1 pg/mL) 1 horas antes da estimulacdo com M. leprae, MLMA e
MLSA. Como observado na Figura 24, a analise da atividade de IDO mostrou que M.
leprae e MLMA foram capazes de aumentar a atividade de IDO em mDCs e a auséncia

de TLR2 nesses ambientes foi suficiente para diminuir a atividade de 1DO.
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Figura 24: TLR2 é importante na inducdo de atividade de IDO em mDCs. As mDCs
diferenciadas de mondcitos foram plaqueadas (1x10° células por poco) e 1 hr antes da
estimulacdo, adicionou-se anticorpo neutralizante anti-Human TLR2 (1 ug/mL) as culturas, e
em seguida os estimulos: M. leprae (ML), fracdo de membrana do M.leprae (MLMA) e fragdo
soltvel do M. leprae (MLMA) a 10 pg/mL, por 24h, ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Ap6s
esse periodo, os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e a atividade de IDO foi avaliada
através da razdo quinurenina/triptofano (quin/Trp) por HPLC. O grafico representa a média +

desvio padréo de quatro experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (Mann-Whitney).
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5.7 Modulacao da expressdo génica das enzimas da via da quinurenina por M.

leprae

A IDO participa da primeira etapa do catabolismo do Trp na via das
quinureninas, mas além da IDO existem outras enzimas que sao capazes de degradar 0s
metabolitos dessa via (Curti et al., 2008). Com o objetivo de investigarmos outras
enzimas da via das quinureninas que poderiam estar sendo moduladas por M. leprae, a
expressdo génica de kynurenina formamidase (AFMID), kynurenina 3-monooxygenase
(KMO) e kynureninase (KYNU) foi avaliada por PCR em tempo real. Ap6s 24h de
estimulacao foi observado que M. leprae modula a expressao das diferentes enzimas, o

que é revertido na presenca do inibidor de IDO, 0 1-MT (Figura 25).
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Figura 25: Expressdo génica de AFMID, KMO e KYN induzida por M. leprae em mDCs. As
mDCs diferenciadas de mondcitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas
com M. leprae 10 ug/mL (ML 10), M. leprae 50 pg/mL (ML 50), na presenca ou auséncia de 1
metil triptofano (1-MT) por 24h, ou ndo (NE — célula ndo estimulada). Apos esse periodo, a
expressdo génica de kynurenina formamidase (AFMID), kynurenina 3-monooxygenase (KMO) e

kynureninase (KYN) foi avaliada por PCR em tempo real e quantificada pelo o método 2", Os
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gréficos representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentemente

realizados.

5.8 M. leprae induz um perfil supressor em linfécitos por um mecanismo
dependente de IDO

Com o intuito de verificarmos se 0 aumento na expressdo e atividade de IDO
seria indicativo de atividade supressora, as mDCs foram cultivadas na presenca de
linfocitos T CD4" autdlogos, estimuladas com M. leprae presenca ou néo do inibidor de

IDO, 1-MT, por 24 horas e avaliadas por citometria de fluxo.

+

Foi observado um aumento no percentual de células CD4'CD25'CTLA4
positivas nas culturas estimuladas com M. leprae (10 ug/mL) (Figura 26). Em contraste,
a presenca do 1-MT reduziu de forma significativa o percentual de células T com

fendtipo supressor.
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Figura 26: M. leprae induz um perfil supressor em linfécitos por mDCs. As mDCs
diferenciadas de mondcitos foram plaqueadas (1x10° células por pogo) e estimuladas com M.
leprae 10 ug/mL (ML), na presenca ou auséncia de 1 metil triptofano (1-MT) por 24h, ou ndo
(NE — célula ndo estimulada). Apds esse periodo, as células foram marcadas com anticorpos

intracelular anti-CD4, CD25 e CTLA4. A aquisicdo foi realizada em citémetro de fluxo BD
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Accuri e a andlise realizada usando o software Cflow. O grafico representa a média + desvio

padréo de quatro experimentos independentemente realizados. *p<0.05 (One-Way ANOVA).

5.9 IDO ¢ importante para a viabilidade do bacilo

Com o objetivo de investigarmos se a enzima IDO é importante para a
sobrevivéncia do M. leprae, foi avaliada a viabilidade do bacilo na presenga do inibidor
de IDO (1- MT). Como observado na Figura 27, quando adicionamos o 1- MT nas
culturas de mDCs houve uma diminuicéo da viabilidade do bacilo mostrando que IDO €

importante para a sobrevivéncia da micobacteéria.
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Figura 27: IDO é importante para a sobrevivéncia de M. leprae. As mDCs diferenciadas de
monacitos foram infectadas com M. leprae vidvel no MOI de 10:1 (10 bactérias:1célula) (ML)
ou na presenca de 1 metil triptofano (ML 10 + 1-MT). Apds 24 horas (33°C e 5%CO0O,) de
cultura a viabilidade intracelular do M. leprae foi estimada a partir da raz&o entre 16S RNA e
16S DNA detectado por PCR em tempo real. Os graficos mostram a média + desvio padréo de

dois experimentos independentemente realizados.
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6. Discussao
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A caracterizacdo de ambientes infecciosos € importante para definir como a
imunidade inata influencia no subsequente desenvolvimento da imunidade adaptativa.
Os mecanismos regulatorios que operam em ambas as fases da imunidade s&o também
fundamentais para determinar como a resposta imune ditard a gravidade de um processo
infeccioso. Nesse contexto, temos explorado os mecanismos regulatorios exercidos pela
enzima IDO mediante a infeccdo por M. leprae. Dados anteriores do nosso grupo
demonstraram que M. leprae € capaz de aumentar a expressdo e subsequente atividade
enzimatica de IDO em mondcitos humanos (De Souza Sales et al., 2011). A fim de
analisarmos se essa habilidade da micobacteria era executada em outro tipo celular, as

mDCs foram estimuladas por M. leprae, e suas fragdes.

Nas lesbes de pele de pacientes com hanseniase sdo observadas além de bacilos
integros algumas fragdes micobacterianas provenientes da membrana e do citosol de M.
leprae expostas apOs a morte do parasito, que pode ser resultado tanto da resposta
imunolégica hospedeira quanto do tratamento com a PQT (Scollard et al., 2006). Sendo
assim, além da utilizacdo de M. leprae irradiado, as mDCs foram submetidas a
estimulacdo por fracbes de M. leprae, como a fracdo de membrana de M. leprae
(MLMA) e a fracdo soluvel de M. leprae (MLSA).

Os protocolos de diferenciacdo de mondcitos em mDCs variam, porém,
atualmente, a maioria utiliza os recombinantes de GM-CSF e IL-4, com um tempo de
incubacdo que pode variar de 4 a 7 dias de cultura, dependo da concentracao
estabelecida em cada protocolo (Donovan et al., 2012; Yi & Lu 2012; Shahbazi et al.,
2013). Shahbazi et al. (2013) descreveram que quando DCs imaturas sédo geradas a
partir de mondcitos de sangue cultivados com GM-CSF e IL-4, o processo de
diferenciacdo é acompanhado pela regulacdo negativa do marcador de mondcitos,
CD14, e positiva do marcador CD1a. No presente estudo, otimizamos o protocolo de
diferenciacdo de DCs utilizando a suplementagdo de GM-CSF com IL-4 por 6 dias. Foi
observado a reducédo da expressdo de CD14, com aumento de marcadores de DCs como,
CD11c, CD123, HLA-DR, CD83, CD303 e CD304.

O CD14 é geralmente expresso em mondcitos e partindo desse principio,
analisamos a expressao desse marcador nas culturas de PBMCs, mondcitos e DCs. Apds
a diferenciacdo, as mDCs perderam a expressdo de CD14, que estavam bem expressos
pelos monadcitos. Este processo também foi observado por Macey et al. (1998). A

analise do feno6tipo das mDCs demonstrou um aumento da porcentagem de células
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positivas e MIF de CD11c, CD123, CD304 e HLA-DR. Esses dados corroboram com 0s
resultados obtidos por Masten, et al. (2006) e Korthals et al. (2007), que relataram que
as mDCs sdo predominantemente CD11c’, HLA-DR" e CD86", 0 que caracteriza essas
células como DCs funcionais, com a capacidade de estimular células T e uma resposta
imune adaptativa. Korthals et al. (2007) também observaram niveis elevados de DCs
plasmocitéides CD123" e baixos niveis de CD209", descrito como marcador de DCs
mieldides, dados estes também observados em nossos resultados de fenotipagem

celular.

Os marcadores CD303 (BDCA-2) e CD304 (BDCA-4) sdo mais expressos em
células dendriticas humanas plasmocitdides no sangue e na medula &ssea,
respectivamente. Foi observado na analise por citometria de fluxo que as mDCs
apresentaram uma baixa porcentagem de células positivas para CD303, apesar de
apresentarem elevada intensidade de fluorescéncia para esse marcador e, uma alta
porcentagem de células positivas para CD304. Dzioneck et al. (2014) observaram em
seu estudo, com populacdes de DCs obtidas de sangue periférico, que ao contrario de
CD303, o CD304 também é expresso em varios tipos de populacbes de células
dendriticas diferenciadas in vitro. Os autores também descreveram que 0 uso desses
marcadores fornece uma maneira conveniente e eficiente para detectar, enumerar e
isolar rapidamente populac@es de células dendriticas do sangue, sem alteracéo funcional

aparente.

Foi observada uma baixa expressio de CD83 pelas mDCs, ap6s sua
diferenciacdo, o que pode indicar que essas células estdo imaturas, j& que alguns
trabalhos descrevem o CD83 como um marcador expresso em células dendriticas
maduras. Xia et al. (2008); Royer et al. (2006) descreveram que o estado de maturacao
das DCs ¢ importante para a inducdo de uma resposta imune eficiente. Seus estudos de
preparacdes de DCs maduras mostraram uma alta expressdo apenas do marcador de
maturacdo, CD83, o que € um resultado das condic¢des de cultura. Como observado por
citometria de fluxo, os estimulos com M. leprae, MLMA e MLSA néo foram suficientes

para alterar o fenétipo das mDCs.

NOs demonstramos pela primeira vez que M. leprae foi capaz de induzir um
aumento na atividade de IDO em mDCs quando comparado a células ndo estimuladas.
Paralelamente, a expressao intracelular de IDO foi analisada por citometria e

observamos que M. leprae e suas fracGes parecem induzir aumento na expressdo de
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IDO, porém ndo foi possivel fechar essa questdo pelo fato de termos um tamanho
amostral baixo. Além disso, a producdo de citocinas nesses ambientes foi avaliada.
Cabe ressaltar que entre os estimulos estudados, 0 MLMA induziu significativamente
um aumento na producdo de citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-6, ja a fracdo
MLSA, de forma contraria, induziu um aumento na producdo de IL-10. Foi observado
também que a fragdo MLMA foi capaz de induzir um aumento na fequéncia de células
IDO"TNF-a.

Esses resultados nos levaram a hipotetizar que essas fracbes de M. leprae
poderiam estar induzindo IDO por mecanismos diferentes e consequentemente
poderiram levar a efeitos diferentes na célula hospedeira. Mediante a isto, fomos
investigar o envolvimento de TNF-a e IL-10, utilizando anticorpos neutralizantes na
inducdo de atividade IDO em mDCs estimuladas por M. leprae, MLMA e MLSA. Foi
observado que o TNF-a é importante na inducdo de atividade de IDO ao contréario da
IL-10. Tal achado sugerem que os mecanismos de inducdo de IDO nas mDCs e em
mondcitos humanos sejam diferentes, uma vez que um estudo anterior (Moura et al.
2012), demonstrou que M. leprae é capaz de induzir a expressdo génica e proteica de

IDO em mondcitos humanos por um mecanismo dependente de 1L-10.

De acordo com Underhill et al. (1999) o reconhecimento de componentes da
parede celular micobacteriana, como acucares, lipidios e peptideos fazem com que
macrofagos secretem TNF-a e outras citocinas que s3o essenciais para o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria. Esse trabalho mostrou que TLR2,
ativado por LAM, é necessario para a inducdo de TNF-a em macrofagos por M.
tuberculosis. Ja foi demonstrado que a expressdo de IDO em DCs pode ser induzida por
citocinas inflamatérias e ligantes de TLRs (De Araujo et al., 2017). Mesmo
apresentando um tamanho amostral pequeno e ndo sufciente para realizar andlises
estatiticas, o agonista de TLR2 (Pam3Cys) pareceu induzir um aumento na expressao e
atividade de IDO em mDCs. Também mostramos que a auséncia de TLR2 em mDCs foi
suficiente para diminuir a atividade de IDO induzida por M. leprae e MLMA. E
possivel que lipoproteinas constituintes da membrana de M. leprae estejam induzindo
IDO em mDCs por um mecanismo que envolva a ativagdo de TLR2, levando a um

efeito microbicida com a producéo de citocinas inflamatdrias.

Tem-se aumentando o interesse nos estudos que envolvam a via de quinureninas

e seus metabolitos, jA que os mesmos podem afetar ou até mesmo controlar uma
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variedade de neurotransmissores direta e indiretamente, além disso, 0 metabolismo
dessa via tem sido modulado em condic¢des de infeccdo e estresse (Schwarz et al.,
2017). Com o objetivo de avaliar se M. leprae modula outras enzimas da via, foi
realizada a analise por PCR em tempo real que revelou um aumento de mRNA de
enzimas que compdem a via das quinureninas, como, AFMID, KMO e KYN nas mDCs
de doadores saudaveis apds serem estimuladas com M. leprae na concentracao de 10 e
50 pg/mL, sugerindo que M. leprae tem a capacidade de modular a expressédo de
AFMID, KMO e KYN. Alvos da via tem sido descritos como agentes especificos que
podem controlar infecces. O 3-HK, um metabdlico da via das quinureninas,
catabolisado pela agdo da enzima KMO e gerado durante a infeccdo é ativo contra o
Trypanosoma cruzi (Knubel et al., 2017).

De Souza Sales et al. (2011) demonstraram que 0 aumento de IDO em pacientes
com hanseniase estava associado a inducéo de um perfil tolerogénico. Com o intuito de
verificarmos se 0 aumento na expressao e atividade de IDO seria indicativo de atividade
supressora, as mDCs foram cultivadas na presenca de linfocitos T CD4". Foi observado
um aumento no percentual de células CD4"CD25"CTLA4" nas células estimuladas com
M. leprae, sugerindo que os linfécitos estdo sendo diferenciados em células T
supressoras, apés a interacdo com as mDCs. J& foi demonstrado que pacientes
lepromatosos aumentam a expressdo de células T reg, um dos fatores que pode explicar

a grande quantidade de bacilos nesses individuos (Palermo et al., 2012).

M. leprae entra e reside em macrdfagos, DCs e células de Schwann, a entrada é
0 primeiro passo para a vida intracelular do patégeno (Nath et al., 2015). Os nossos
dados demonstraram que IDO é importante para a sobrevivéncia do bacilo em mDCs,
uma vez que quando adicionamos o 1- MT nas culturas de mDCs houve uma
diminuicdo da viabilidade do bacilo quando comparado a célula ndo estimulada. O
mesmo resultado foi obtido quando macr6fagos humanos foram infectados com M.
leprae na presenga de 1-MT, tal achado pode ser associado com o aumento de ferro
intracelular que também regula a expressdo de IDO e aumenta a sobrevivéncia
intracelular de M. leprae (De Mattos Brabosa et al., 2017). Blumenthal et al. (2012)
demonstraram que embora M. tuberculosis induza uma expresséo robusta de IDO e
ativacdo do metabolismo do Trp, a deficiéncia de IDO, em modelo de tuberculose em

camundongos, ndo foi suficiente para impactar no controle imunolégico da infecgéo.
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Os nossos dados demonstraram que M. leprae induz um aumento na expresséo e
atividade de IDO em mDCs, e que a membrana da micobactéria possui um papel
importante neste contexto via a sinalizacdo de TLR2 associada a producdo de citocinas
inflamatdrias e controle do bacilo. Além disso, demonstramos que estas mDCs
estimuladas com M.leprae induzem células T para um perfil supressor por um
mecanismo dependente de IDO. Em conjunto, o eixo IDO induzido por M. leprae pode

ter um papel importante no controle da imunidade e na gravidade da hanseniase.
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7. Conclusoes
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Com base nos resultados demonstrados nesse estudo, podemos concluir que:

M. leprae, MLMA e MLSA néo foram capazes de modular o fenétipo das mDCs
diferenciadas in vitro;

M. leprae e MLMA induzem um aumento da atividade de IDO em mDCs;

A fracdo soltuvel (MLSA) induz um aumento na producdo de IL-10, enquanto
que a fracdo de membrana (MLMA) induz significativamente um aumento na
producdo de citocinas pro inflamatorias e um aumento da producdo de TNF-a
pelas mDCs;

O bloqueio de TNF-a diminuiu a expressao de IDO por M. leprae e suas fragdes
em mDCs;

TLR2 é importante na inducdo de atividade enzimatica de 1IDO por M. leprae e
MLMA em mDCs;

IDO é importante para a sobrevivéncia de M. leprae em mDCs.
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Q» IL-10

Figura 28: Esquema ilustratrivo de conclus@es finais do estudo. A) No estimulo com M. leprae
a expressdo e atividade de IDO nas mDCs pode esta sendo aumentada por um mecanismo
dependente de TLR2, levando entdo a um aumento na producao de citocinas como IL-10 e TGF,
assim como a expressao de moléculas co-estimulatorias como CD86, e também a producao de
metabdlitos da via das quinureninas. Tais mecanismos possivelmente influenciam na indugéo de
linfocitos Treg. B) O estimulo com a fragdo de membrana de M. leprae, MLMA, induz um
aumento da atividade de IDO, por um mecanismo no qual TLR2 também parece ser importante,
levando entdo a uma via pro-inflamatoria com consequente aumento na produgdo de TNF o qual
sugerimos um possivel efeito microbicida. Por outro lado, o estimulo com a fragdo soltvel de
M. leprae, MLSA, induz um aumento moderado da expressdo e atividade de IDO, por um
mecanismo independente da via de TLR2, que consequentemente ativa mecanismos

antiinflamatorios com aumento da produgdo de IL-10.
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