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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Mylena Masseno de Pinho Pereira

A hanseniase é uma doenca infecciosa, desmielinizante, que pode levar a incapacidades e
deformidades fisicas permanentes. Dados anteriores demonstraram que Mycobacterium
leprae, o agente etioldgico da doenca, consegue modular a biologia das células de Schwann.
Um ponto ainda ndo elucidado é se o dano neural na hanseniase é causado diretamente pelo
bacilo ou se é dependente do infiltrado inflamatério. Sabe-se que durante os episédios
reacionais, o aumento de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y, pode contribuir para o
incremento do dano neural por um mecanismo ainda desconhecido e, uma correlagéo positiva
entre concentracdes séricas de TNF-a e desmielinizagdo em pacientes com hanseniase ja foi
demonstrada. IFN-y e TNF-a sdo citocinas capazes de induzir a expressdo de Indoleamina
2,3 dioxigenase (IDO1), enzima chave na regulagédo da via das quinureninas, em diversos
tipos celulares como mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Diversos estudos
envolvendo patologias do sistema nervoso central apontam que as quinureninas produzidas
pela degradacao do triptofano podem ter uma funcéo neurotéxica, mas pouco se sabe sobre
o envolvimento de IDO1 e seus metabdlitos na patogénese de doencas do sistema nervoso
periférico. O presente estudo teve como objetivo avaliar a possivel contribuicdo de IDO1 e
seus metabdlitos na neuropatia hanseniana. Inicialmente foi demonstrado que M. leprae
aumenta a expressao de IDO1 em células de Schwann primarias e da linhagem ST88-14. No
entanto, o bacilo ndo é capaz de aumentar a atividade de IDO1 em células de Schwann da
linhagem ST88-14. Foi observado que as citocinas proé-inflamatérias IFN-y e TNF-a
isoladamente ndo sdo capazes de induzir a expressao proteica de IDO1, mas aumentam
significativamente sua atividade em células ST88-14. Em associacdo com M. leprae, IFN-y
exerce um forte estimulo na inducdo da atividade enzimatica de IDO1. A infecgdo com M.
leprae diminui a expressdo génica de Quinurenina aminotransferase Il (AADAT), sugerindo
gue 0 mesmo possa estar direcionando a via para a producdo de metabdlitos neurotoxicos
como o &cido quinolinico (QUINA), 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e &cido 3-hidroxiantranilico (3-
HAA). A analise de viabilidade celular demonstrou que 3-HAA é capaz de induzir apoptose
em células ST88-14 e, a analise por ELISA, dos sobrenadantes de 24h de cultura, demonstrou
que M. leprae viavel induz aumento na concentragdo do metabolito acido quinurénico (KYNA)
que é significativamente reduzida na presenca de IFN-y, enquanto IFN-y aumenta
significativamente a concentracao de QUINA, principalmente quando associado a M. leprae
morto. Foi observado um aumento na atividade de IDO1 em soro de pacientes com neuropatia
hanseniana em relagdo a pacientes com outras neuropatias periféricas. Uma correlacao
positiva foi observada entre a atividade de IDO1 e a gravidade do dano neural, conforme
avaliado pelo exame de eletroneuromiografia. Em conjunto, os dados apresentados sugerem
o envolvimento da via das quinureninas no dano neural na hanseniase.
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ROLE OF THE INDOLEAMINE 2,3 DIOXYGENASE (IDO1) ENZYME IN LEPROSY
NEUROPATHY

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Mylena Masseno de Pinho Pereira

Leprosy is an infectious, demyelinating disease that can lead to permanent physical
disabilities and deformities. Previous data demonstrated that Mycobacterium leprae, the
etiologic agent of the disease, can modulate the biology of Schwann cells. An unclear point is
whether the neural damage in leprosy is caused directly by the bacillus or if it is dependent on
the inflammatory infiltrate. It is known that during the reactional episodes, the increase in
proinflammatory cytokines, such as IFN-y, can contribute to the increase in neural damage by
a still unknown mechanism. Altogether, a positive correlation between serum TNF-a
concentrations and demyelination in leprosy patients has been demonstrated. IFN-y and TNF-
a are cytokines able of inducing the expression of Indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO1), a key
enzyme in the regulation of the kynurenine pathway, in several cell types such as monocytes,
macrophages and dendritic cells. Several studies involving pathologies of the central nervous
system indicate that the kynurenines produced by the degradation of tryptophan may have a
neurotoxic function, but little is known about the involvement of IDO1 and its metabolites in the
pathogenesis of diseases of the peripheral nervous system. The present study aimed to
evaluate the possible contribution of IDO1 and its metabolites in leprosy neuropathy. Initially,
it was demonstrated that M. leprae increases the expression of IDOL1 in primary and ST88-14
Schwann cell lineage. However, the bacillus is not able to increase the IDO1 activity in ST88-
14 Schwann cells. It was observed that the proinflammatory cytokines IFN-y and TNF-a alone
are not able to induce protein expression of IDO1, but significantly increase their activity in
ST88-14 cells. In association with M. leprae, IFN-y exerts a strong stimulus in inducing the
enzymatic activity of IDO1. Infection with M. leprae decreases the gene expression of
kynurenine aminotransferase Il (AADAT), suggesting that it may be directing the pathway for
the production of neurotoxic metabolites such as quinolinic acid (QUINA), 3-
hydroxykynurenine (3-HK) and 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA). Cell viability analysis
demonstrated that 3-HAA is capable of inducing apoptosis in ST88-14 cells, and ELISA
analysis of 24h culture supernatants demonstrated that viable M. leprae induces an increase
in the concentration of the kynurenic acid metabolite (KYNA) which is significantly reduced in
the presence of IFN-y, while IFN-y significantly increases the QUINA concentration, especially
when associated with irradiated M. leprae. An increase in IDO1 activity was observed in the
serum of patients with leprosy neuropathy, but not in the serum of patients with other peripheral
neuropathies. A positive correlation was observed between IDO1 activity and the severity of
neural damage, as assessed by electroneuromyography examination. Taken together, the
data presented here suggest the involvement of the kynurenine pathway in neural damage in
leprosy.
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1 INTRODUCAO

1.1 A hanseniase

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa cronica, causada por
Mycobacterium leprae, bacilo intracelular obrigatério que apresenta tropismo por
macréfagos da pele e células de Schwann nos nervos periféricos (Pinto, 1995). Este
tropismo do bacilo, somado a resposta imunologica do hospedeiro, resulta em danos
teciduais. Desse modo, a doenca € caracterizada por lesdes na pele e nervos
periféricos, causando perda de sensibilidade, atrofias, paresias e deformacdes
principalmente nos pés, méaos e face (Lockwood & Suneetha, 2005). Tais

manifestacfes estdo associadas ao estigma da doenca.

1.1.1 Epidemiologia

A hanseniase atinge principalmente a populacdo mais pobre, estando
relacionada as condi¢Bes precéarias de saneamento e acesso aos servicos de saude,
sendo considerada, portanto, uma doenca negligenciada (OMS, 2013). Em 1991, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu uma meta para a eliminacdo da
hanseniase como um problema de saude publica, sendo considerada como
eliminagdo uma taxa de prevaléncia inferior a 1 caso para cada 10.000 individuos
(Lockwood & Suneetha, 2005).

Em 2018, mundialmente, a prevaléncia da doenca apresentou uma diminuicédo
de 4%, enquanto a incidéncia apresentou uma queda de 1,2%. Atualmente, a
prevalencia da doenca é de 0,24 casos por 10.000 habitantes e a incidéncia é de 2,74
casos por 100.000 habitantes. No entanto, uma analise do nimero de novos casos
por regido mostrou um aumento de notificacdes nas Américas, Europa e Mediterraneo
Oriental (OMS, 2019). Segundo a OMS, tal aumento foi decorrente de campanhas
ativas que visam melhorar a deteccédo de casos e triagem de contatos. Ainda assim,
alguns paises apresentam elevados numeros de novos casos. Brasil, india e
Indonésia contribuiram com 79,6% dos novos casos da doenca no mundo em 2018
(OMS, 2019). A Figura 1 representa a distribuicdo global de novos casos de

hanseniase relatados em 2018.
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Figura 1 - Distribuicdo geogréafica de novos casos de hanseniase em 2018.
Extraido de OMS, 2019

No Brasil, houve uma diminuicdo consideravel da taxa de prevaléncia nas
tltimas duas décadas passando de 19,54 casos por 10.000 habitantes em 1990 para
1,01 em 2015, no entanto, nos ultimos trés anos essa taxa sofreu um aumento,
chegando a 1,48 casos por 10.000 em 2018. Tal aumento ocorreu em todas as regioes
do pais, sendo mais evidente na regido centro-oeste (4,54), seguida pela regido norte
(3,34) (MS, 2019a).

O numero de novos casos de hanseniase no Brasil, apds varios anos seguidos
em queda, também apresentou um aumento nos ultimos trés anos, chegando a mais
de 28 mil novos casos em 2018, o que representa 93% de todos 0s novos casos nas
Américas (MS, 2019b).

1.1.2 Mycobacterium leprae

M. leprae, agente causador da hanseniase, foi identificado em 1873, na
Noruega, por Gerhard Henrik Armauer Hansen, o mesmo pertence a familia
Mycobacteriacea da ordem Actinomycetales. E um parasito intracelular obrigatorio

que infecta predominantemente macrofagos, células endoteliais e células de



Schwann, sendo a Unica espécie de micobactéria capaz de infectar o nervo periférico
(Scollard et al., 2006).

O M. leprae € uma bactéria microaerofila, que ndo apresenta estruturas
locomotoras e ndo forma esporos, possui crescimento lento e quando observada em
microscopia 6tica apresenta forma de bastonete. E um bacilo alcool-acido-resistente
(BAAR) uma vez que se utilizando o método de Ziehl-Neelsen o bacilo € corado em
vermelho pela fucsina e ndo sofre descoloragéo pela lavagem com alcool e acido. A
temperatura 6tima de crescimento do M. leprae é abaixo de 37° C, o que pode explicar
a sua predilecdo por areas superficiais do corpo como a pele e nervos periféricos
(Shepard, 1965).

O bacilo é incapaz de crescer em meios de cultura artificiais, sendo necessario
a utilizacdo de modelos animais para sua proliferacdo (Scollard et. al., 2006). Em
1959, Shepard desenvolveu a técnica de cultivo do M. leprae em coxim plantar de
camundongos (Shepard, 1960), e, posteriormente a Dra. Eleanor Storrs introduziu a
utilizacao do tatu de nove bandas, Dasypus novencintus (Kirchheimer & Storrs, 1971).
Em 2001, foi publicada a analise completa do genoma do M. leprae, que apresenta
um tamanho de 3.3 Mb, significativamente menor do que as demais micobactérias.
Acredita-se que tal reducdo no genoma do M. leprae esteja relacionada a eliminacéo
de certas vias metabdlicas e consequentemente a impossibilidade de cultivo in vitro
do bacilo (Cole et al., 2001).

O envelope de M. leprae é constituido por trés compartimentos: membrana
plasmética, parede celular e a capsula e constitui 40% do peso seco da bactéria e,
como para todos os membros do género Mycobacterium, contém lipideos,
glicolipideos, proteinas e porinas. A membrana plasmatica € 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 acidos micolicos (Figura 2) (Vissa & Brennan, 2001).

O parasito apresenta uma densa capsula de lipideos, externa a parede celular,
gue 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 et al., 1982).
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Figura 2 - Modelo esquematico da parede celular de M. leprae.
Adaptado de Vissa & Brennan, 2001.

1.1.3 Mecanismos de Transmissao

A hanseniase consiste em uma doenca que apresenta uma alta infectividade,
uma vez que M. leprae é capaz de infectar um grande namero de individuos, porém,
o bacilo apresenta uma baixa patogenicidade, ja que mesmo em contato com a
bactéria poucos individuos adoecem (Scollard et al., 2006).

Acredita-se que a principal fonte de infeccdo sejam pacientes multibacilares
(MB), também conhecidos como lepromatosos, nao tratados, que apresentam alta
carga bacilar, entretanto, uma outra fonte de infeccéo possivel consiste em individuos
infectados que ndo apresentam manifestacdes clinicas, porém, assim como 0s
pacientes MB apresentam a micobactéria na mucosa nasal (Martinez et al., 2011).

Enquanto nenhum bacilo € liberado a partir da pele lesionada dos pacientes
4



hansenianos, um grande nimero de micobactérias viaveis sao liberadas a partir das
secre¢des nasais de individuos lepromatosos (Martinez et al., 2011). Desta forma, a
mucosa nasal corresponde ao principal sitio de entrada e saida do M. leprae estando
muito relacionada ao inicio da infeccdo (Suneetha et al, 1998).

Outras possiveis formas de transmissdo da hanseniase estédo relacionadas a
inoculacao acidental, tatuagem, ou via animais vetores e/ou reservatorios (Scollard et
al., 2006; Deps et al., 2008). Com relagéo a este ultimo, o tatu silvestre de nove bandas
(Dasypus novencintus) é considerado um hospedeiro natural altamente susceptivel a
M. leprae, sendo confirmada a presenca de tais animais infectados no centro-sul dos
Estados Unidos (Sharma et al., 2015). O impacto destes animais na infeccéo por M.
leprae em humanos é dificil de ser determinado; entretanto, os tatus sdo um grande
reservatorio natural e podem ser um veiculo para a exposi¢ao a grandes quantidades
do bacilo (Scollard et al., 2006). No Brasil, 10,6% dos tatus examinados em um estudo
realizado no estado do Espirito Santo apresentaram sorologia positiva para M. leprae
e este mesmo estudo apontou para uma associagao entre o aumento da incidéncia
da hanseniase e o contato direto com os tatus, principalmente em decorréncia da caca

e alimentacdo com a carne de tais animais (Deps et al., 2008).

1.1.4 Formas Clinicas

O desenvolvimento da hanseniase esta relacionado a fatores genéticos do
hospedeiro, assim como a condices ambientais, tais como fatores nutricionais,
vacinacdo prévia com BCG e nivel de exposicdo ao bacilo. A hanseniase é uma
doenca que apresenta um amplo espectro clinico, com caracteristicas especificas que
ndo podem ser explicadas pela variedade genética do patégeno, visto que esta &
extremamente baixa, sendo assim, o principal fator para o desenvolvimento das
diferentes formas da doenca parece estar relacionado a resposta imune do hospedeiro
ao bacilo (Moraes et al., 2006). Uma vez infectado pelo bacilo de Hansen, o individuo
pode evoluir para a cura espontanea ou desenvolver a doencga, sendo que devido a
baixa patogenicidade do bacilo, menos de 5% dos individuos infectados séao
suscetiveis a hanseniase (Scollard et al., 2006).

Em 1953, no congresso Internacional de Madri, foi proposta uma classificacéo
que dividia o espectro clinico da doenca em duas formas: a tuberculoide, que envolve
lesdes localizadas e baciloscopia negativa, e a virchowiana, em que as lesdes
encontram-se disseminadas e a baciloscopia é positiva. Porém, em 1966, Ridley e
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Jopling propuseram uma nova classificacao levando em consideracdo a imunidade do
hospedeiro em relacdo ao bacilo, que passou a ser amplamente aceita principalmente
no meio cientifico. Nesta nova classificacdo, além de duas formas polares da doenca
(tuberculdide e lepromatosa), ha trés formas intermediarias classificadas como
borderlines (Ridley & Jopling, 1966).

A forma tuberculdéide (TT) € caracterizada por uma resposta imune celular
expressiva e por lesdes que se apresentam como grandes placas eritematosas, com
as bordas externas elevadas, aparéncia aspera, sem pelos, escamosas e com perda
de sensibilidade. O numero de lesbes é pequeno, muitas vezes sendo observada
apenas uma, além disso, o nervo periférico na proximidade da lesdo encontra-se
espessado e doloroso. Nestes pacientes, o teste cutaneo da lepromina (reacéo de
Mitsuda) geralmente é positivo, a presenca de bacilos nas lesGes é rara e na analise
histopatoldgica da les@o cutanea sdo observados granulomas e infiltrado linfocitario
(Ridley & Jopling, 1966).

Ja em relacéo a forma lepromatosa (LL), as lesdes inicias apresentam-se como
papulas e maculas pequenas e com bordas vagas, as lesdes sdo mdltiplas e
geralmente ndo € observado o espessamento do nervo periférico. A medida que a
doenca progride comumente observa-se a presenca de edemas nos membros
inferiores, aprofundamento das linhas na testa e espessamento do nariz (face
leonina), além disso, pode haver perda das sobrancelhas e cilios. O teste da lepromina
costuma ser negativo devido a baixa resposta imune celular ao patégeno e, a analise
histopatolégica das les6es demonstra a presenca de numerosos macréfagos ricos em
bacilos e auséncia de granulomas (Ridley & Jopling, 1966).

Com relacdo as formas borderline, que sdo subdivididas em borderline-
tuberculéide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatoso (BL), estas
encontram-se em uma posicao intermediaria entre os dois polos, tanto em relagcédo a
carga bacilar, como em relagéo a capacidade do hospedeiro em montar uma resposta
imune do tipo celular ao patégeno (Figura 3; Ridley & Jopling, 1966).

Apesar de nao ter sido descrita por Ridley & Jopling, uma outra forma clinica
possivel no curso da hanseniase € a forma neural pura, que corresponde ao
desenvolvimento de neuropatia periférica (mononeuropatias simples ou multiplas e /
ou polineuropatia) na auséncia de les6es cutaneas (Pannikar et al., 1983, Girdhar,
1996). A confirmacao de um diagndstico de neural pura requer identificacdo de M.

leprae em um fragmento de qualquer nervo sensitivo afetado.
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Figura 3 - Espectro de formas clinicas da hanseniase e respostaimune ao M. leprae de
acordo com a classificagdo de Ridley e Jopling.

(TT, Tuberculéide Tuberculéide; BT, Borderline Tuberculdide; BB, Borderline Borderline; BL,
Borderline Lerpomatosa; LL, Lepromatosa Lepromatosa; ENH, Eritema Nodoso Hansénico;
Ac, anticorpo). Adaptada de Dermatologia - Guias de Actualizacion Clinica - Cilad, 2015.

Além da variedade de formas clinicas observadas na hanseniase, outro fator
que contribui para a singularidade desta doenca sédo os episodios reacionais. Os
episodios reacionais sdo definidos como complicacdes inflamatérias agudas que
podem ocorrer durante o curso da hanseniase, antes, durante ou apds o tratamento,
podendo ser de dois tipos: Reacao do tipo 1 ou Reacdo Reversa (RR) e Reacao do
tipo 2 ou Eritema Nodoso Hanseniano (ENH). A reacdo do tipo 1 acomete
principalmente pacientes borderline (BT, BB e BL) e apresenta-se com endurecimento
e edema de lesdes ja existentes, muitas vezes acompanhado de neurite progressiva
causando neuropatia sensitiva e motora. Além disso, a reagao do tipo 1 apresenta um
curso gradual se desenvolvendo ao longo de muitas semanas. Ja a reagao do tipo 2
ocorre principalmente em pacientes multibacilares (LL e BL), caracterizando-se pelo
aparecimento abrupto de nddulos eritematosos sem predilecdo por lesbes ja
existentes. Pacientes acometidos por este tipo de reacao geralmente apresentam um
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quadro de febre, mal-estar e algum grau de neurite com neuropatia sensitiva e motora,
sendo que o curso natural da reacdo dura em média de 1 a 2 semanas (Scollard et
al., 2006).

1.1.5 Diagndstico e Tratamento

O diagndéstico da hanseniase € basicamente clinico, estando relacionado a
identificacdo dos sintomas que incluem lesdes de pele caracteristicas e espessamento
dos nervos periféricos com perda de sensibilidade e funcdo motora. Além disso,
alguns exames podem ser utilizados para auxiliar no diagndstico, principalmente
guando ha duvida sobre a classificacdo operacional do paciente. Entre tais exames
encontram-se principalmente a baciloscopia e a analise histopatolégica (Saunderson
& Groenen, 2000).

O exame baciloscopico visa identificar a presenca de bacilo em raspado
intradérmico coletado nos I6bulos auriculares, cotovelos e locais de lesdo cutanea
visivel ou areas com alteracdo de sensibilidade. A baciloscopia positiva pode
classificar o paciente como multibacilar independentemente do nimero de lesées (MS,
2010). Ja em relacdo ao método da hematoxilina e eosina, as principais caracteristicas
a serem reconhecidas neste método sdo os padrdes histologicos da resposta
imunolégica do hospedeiro, além do envolvimento dos nervos cutédneos e da presenca
de bacilos corados pelo método Ziehl-Neesen (Scollard et al., 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude utiliza a classificacdo operacional, proposta
pela OMS em 1982, para definir a estratégia terapéutica indicada para o paciente,
sendo considerados paucibacilares (PB) pacientes com as formas TT e BT que
apresentam indice baciloscépico inferior a 2, ja pacientes LL, BL e BB que apresentam
indice baciloscopico igual ou superior a 2 séo classificados como multibacilares (MB).
Além disso, na impossibilidade da realiza¢do da baciloscopia, os pacientes com até 5
lesbes de pele séo classificados como PB e os que apresentam mais de 5 lesdes
como MB. (MS, 2013)

O tratamento poliquimioterapico definido pela OMS desde 1981 determina a
utilizacdo de dois esquemas principais de tratamento. O esquema padrdo para
pacientes paucibacilares é realizado em um periodo de 6 meses, sendo composto por
uma dose mensal supervisionada de Rifampicina 600mg em associacdo a Dapsona
100 mg em uma dose mensal supervisionada e uma dose diaria, autoadministrada. O

esquema padrdo para pacientes multibacilares tem duracdo de 12 meses, neste
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esquema além da dose mensal de Rifampicina e das doses diaria e mensal de
Dapsona, como descrito acima, também ha a administragdo da Clofazimina 300mg
em dose mensal supervisionada e 50 mg/dia (Figura 4). Tal esquema terapéutico
possui uma importancia fundamental na interrupcéo da cadeia de transmissao de M.
leprae, uma vez que o paciente deixa de expelir o bacilo logo ap6s o inicio do
tratamento (Gallo et al., 2005).

PB
Dapsona

Dose mensal
supervisionada

~——*

~ Rifampicina

Medicacéo diaria

autoadministrada Dapsona
\
. Dapsona
Dose mensal
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. - \\
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autoadministrada ¢
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Figura 4 - Tratamento Poliquimioterapico da Hanseniase.
Cartelas para tratamento das formas PB (superior) e MB (inferior) conforme preconizado pela
OMS. Adaptado do Guia para o controle da hanseniase, 2002.

Com relacao ao tratamento das reacdes, o medicamento € especifico para cada
tipo reacional e o tratamento poliquimioterapico ndo deve ser interrompido neste

periodo. No caso da reagéo do tipo 1, o tratamento é realizado com corticosterodide,



geralmente prednisona 1 a 2 mg/kg ao dia (Naafs, 1996). JA na reacao do tipo 2, a
droga de escolha no Brasil € a talidomida de 100 a 400 mg/dia, devendo-se sempre
levar em consideracdo seus efeitos teratogénicos durante a gestacdo. Em paises
onde a talidomida é proibida o tratamento da reacéo é realizado com prednisona (Ito
& Handa, 2012).

1.2 A neuropatia hanseniana

A neuropatia hanseniana é complexa e envolve a sobreposi¢cdo de eventos
sensitivos agudos e cronicos, motores e/ou autonémicos (Charosky et al., 1983). A
neuropatia periférica que ocorre na hanseniase corresponde a uma patologia
inflamatéria dos nervos. O infiltrado inflamatério dos nervos afetados pode ser
composto de um granuloma epitelidide maduro ou de macréfagos carregados com
bacilos alcool-acido resistentes que exibem alteracdes espumosas. A patogénese da
neuropatia da hanseniase esta longe de ser totalmente compreendida, especialmente
em relagéo aos mecanismos envolvidos nas lesbes de fibras nervosas (Antunes et al.,
2012).

O acometimento dos nervos periféricos durante a infec¢do por M. leprae esta
diretamente associado a capacidade do bacilo de invadir as células de Schwann,
células gliais do sistema nervoso periférico, responsaveis por envolver e sustentar 0s
axonios dos neurbnios sensitivos e motores. A infeccdo das células de Schwann
causa alteracdes biologicas e patoldgicas complexas, incluindo desmielinizagéo,
desdiferenciacdo e reprogramacdo das células de Schwann (Scollard et al. 2006).
Dessa forma, a degeneracdo axonal apdés a morte de células de Schwann, a
desmielinizacdo e as mudancas ambientais induzidas pelo processo inflamatério
especifico podem ser o mecanismo patogénico responsavel pelo comprometimento
da funcao nervosa (Antunes et al., 2012).

O comprometimento neural pode ocorrer em qualquer momento no curso da
doenca, tratada ou nao, inclusive apds alta medicamentosa. A intensidade e extensao
do dano estéo relacionados com fatores como a forma clinica e o desenvolvimento de
episédios reacionais. As manifestacbes neurologicas sdo classificadas em
mononeurites, mononeurites multiplas e polineurite. Nos pacientes paucibacilares sao

mais comuns as manifestacdes do tipo mononeuropatia ou mononeuropatia multipla,
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ja nos pacientes multibacilares, o envolvimento dos nervos geralmente ocorre como
mononeuropatia multipla ou polineuropatia (Lau, 2019).

Em relacé@o as manifestacgées clinicas, estas sdo resultado do acometimento de
fibras autondémicas, resultando em anidrose e alopecia; alteracfes sensitivas,
caracterizada pela perda de sensibilidade a dor, frio, calor e, mais tardiamente ao tato
e; alteracbes motoras, com o desenvolvimento de paresia, paralisia e atrofia muscular.
A evolucdo dos sintomas varia consideravelmente entre as manifestagdes
neuroldgicas, dessa forma, a neuropatia pode ser classificada em aguda ou cronica
(Garbino et al., 2003).

A neuropatia aguda ocorre de forma abrupta, sendo caracterizada por
hipersensibilidade a palpacdo; dor intensa, que pode ser espontanea ou
desencadeada pelo toque e edema das estruturas neurais, que resulta em
espessamento dos nervos com alteracdes da funcdo sensitiva e sensitivo-motora. Ja
a neuropatia crbnica € mais silenciosa e de progressdo lenta, com quadro inicial
caracterizado por leves alteracdes sensitivas que evoluem para alteracdes sensitivo-
motoras, sendo a presenca de dor variavel (Garbino et al., 2003).

A presenca de dor nos pacientes acometidos por neuropatia é bastante comum,
podendo ser dividida de acordo com sua origem em, dor nociceptiva ou neuropatica.
A distincdo dos subtipos de dor nesses pacientes é fundamental para o tratamento
adequado (Santos et al., 2016).

A dor nociceptiva € resultante da ativacéo direta de nociceptores da pele e de
outros tecidos em resposta a uma leséo tecidual, é fisiolégica e desencadeada por
estimulo externo nocivo. No entanto, processos inflamatérios associados a alteracées
na funcao do sistema nervoso resultam em hipersensibilidade a dor, devido a reducao
do limiar de ativacdo dos nociceptores. Dessa forma, a dor passa a ter um carater
patolégico (Klaumann et al., 2008). J& a dor neuropatica esta relacionada a disfungéo
ou lesdo de nervos periféricos ou do sistema nervoso central, sendo, portanto,
fundamentalmente de carater patologico, caracterizando-se pela ocorréncia de
hiperalgesia, dor espontanea, parestesia e alodinia mecanica e por frio. Tais sintomas
geralmente persistem apos a resolucao da causa primaria (Lasry-Levy et al., 2011).

Na hanseniase, a dor nociceptiva ocorre de forma aguda estando relacionada
aos quadros de neurites agudas geralmente associados aos episodios de reagdo. Ja
a dor neuropética, que corresponde ao tipo mais comum de dor na hanseniase, tem

carater cronico e, frequentemente, se apresenta como sequela de quadros de neurite
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(Lasry-Levy et al., 2011). Segundo estudo realizado no Brasil, a dor pode estar
presente em até 75% dos pacientes com hanseniase, sendo a dor neuropética
correspondente a 85% dos casos. Além disso, o desenvolvimento de dor, tanto
nociceptiva quanto neuropatica, tem associacado com a forma clinica (mais comum em
pacientes multibacilares), ocorréncia de incapacidades e episédios reacionais (Santos
et al., 2016).

O dano neural causado pela hanseniase pode ocorrer de forma lenta e
silenciosa, sendo de dificil identificacédo e tratamento (Job, 1989). Desde modo, a OMS
padronizou um instrumento de avaliacdo das incapacidades decorrentes das lesdes
neurologicas, o qual considera como incapacidade somente as lesdes dos olhos, pés
e maos, por serem mais frequentes, severas e diagnosticadas mais facilmente. A
avaliacdo do grau de incapacidade fisica possui valores que variam de O (zero) a Il
(dois), sendo 0 a auséncia de comprometimento neural nos olhos, maos e pés, | a
diminuicAo ou perda da sensibilidade nessas regides, e Il a presenca de
incapacidades e deformidades (MS, 2016).

Em 2016, a OMS lancou uma estratégia global para controle da hanseniase no
periodo de 2016-2020 que tem como um dos objetivos principais eliminar o grau de
incapacidade Il entre pacientes pediatricos, e diminuir o numero de novos casos de
hanseniase com grau de incapacidade Il para um caso por um milhdo de habitantes
(OMS, 2016).

Globalmente, 11.323 novos casos de hanseniase apresentaram grau Il de
incapacidade no momento do diagndéstico em 2018. Um total de 141 paises relataram
o grau de incapacidade nos casos diagnosticados (OMS, 2019). Desses, 60 paises
nao relataram casos com grau Il de incapacidade, 31 relataram de 1 a 10 casos, 33
relataram 11 a 100 casos, 14 paises relataram 101 a 1000 casos e 3 paises relataram
mais de 1000 casos. O Brasil relatou 2109, india 3666 e Indonésia 1118 casos (Figura
5). No Brasil, a taxa de novos casos de hanseniase com grau Il de incapacidade
apresentou um aumento nos ultimos trés anos, passando de 8,42 casos por 1.000.000
de habitantes em 2016 para 10,08 em 2018, sinalizando que o diagndéstico precoce

da doenca no pais continua sendo uma dificuldade (MS, 2019c).
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Figura 5 - Distribuicdo geogréfica de novos casos de hanseniase com grau |l de
incapacidade em 2018.
Extraido de OMS, 2019.

1.3 Diagndstico da neuropatia hanseniana

O diagnéstico da neuropatia hanseniana € basicamente clinico, sendo
realizado através do exame fisico dos pacientes para identificacdo de areas com
alteracdes de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos, com
alteracdes sensitivas e/ou motoras e/ou autondmicas (MS, 2016). O Ministério da
Saude recomenda que a avaliacdo neuroldgica seja realizada no momento do
diagnostico, a cada 6 meses durante o tratamento e no momento da alta da
poliquimioterapia. Também é recomendada a avaliagcdo, com maior frequéncia,
guando o paciente apresenta queixas e durante o desenvolvimento de neurites e
reacoes. (MS, 2001).

O exame fisico para identificacdo de comprometimento neural deve avaliar a
forma, consisténcia e espessamento dos nervos, através da palpacdo dos troncos
nervosos mais comumente acometidos (ulnar, mediano, radial, fibular e tibial); mapear
a sensibilidade do tato cutdneo através da utilizagdo do conjunto de monofilamentos
de nylon de Semmes — Weintein e, testar a forca de musculos mais frequentemente

acometidos em membros superiores e inferiores para identificar lesées nervosas
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periféricas (Garbino et al., 2003). O kit de Semmes — Weintein € utilizado para avaliar
alteracdes da sensibilidade ao tato, e consiste em um conjunto de monofilamentos de
nylon com seis didmetros calibrados para exercer forcas especificas entre 0,05g a
300g. O teste é realizado em ordem crescente do filamento mais fino para o mais
grosso. O profissional aplica uma pressao na pele do paciente até obter a curvatura
do filamento, e o registro é feito atraves da identificacdo do primeiro monofilamento
que o paciente relata sentir. J4 o teste de forca muscular avalia a amplitude dos
movimentos e a resisténcia muscular, graduando a forca muscular de zero a cinco de
acordo com a tabela 1 (MS, 2001).

Tabela 1 - Classificacdo do grau de forca muscular de acordo com as observacfes
clinicas na hanseniase.

GRAU DE OBSERVACAOQ CONDICAO
FORCA MUSCULAR CLINICA FUNCIONAL
5 Amplitude de movimento completo contra a gravidade e Normal
resisténcia maxima
4 Amplitude de movimento completa confra a gravidade e Paresia
resisténcia manual moderada
3 Amplitude de movimento completa contra gravidade Paresia
2 Amplitude de movimento incompleta Paresia
1 Evidéncia de contracio muscular, sem movimento articular Paresia
0 Sem evidéncia de contragdo muscular Paralisia

Extraido de MS, 2001.

Nos casos de dificil diagnéstico ou classificacdo, quando h& necessidade de
diagnéstico diferencial de outras neuropatias periféricas e nos casos suspeitos de
comprometimento neural sem leséo cutanea, recomenda-se 0 encaminhamento para
servicos especializados, ambulatorial e/ou hospitalar. Nesses servigos, além da
reavaliacdo pelo exame dermatoneurologico, 0 paciente deve passar por exames
complementares como baciloscopia, histopatologia (cutanea e/ou nervo periférico
sensitivo), reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e eletroneuromiografia (MS, 2016).

A histopatologia é uma ferramenta valiosa no auxilio do diagndstico da doenca,
principalmente quando realizada a partir de fragmento de nervo periférico. As
principais caracteristicas a serem reconhecidas neste método sédo as alteracdes
morfolégicas e padrées histoldégicos da resposta imunoldgica do hospedeiro, bem
como a identificagdo da presenca de bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Desse
modo, o exame histopatologico € de grande relevancia para o diagnéstico da

neuropatia na hanseniase, permitindo a identificagéo da forma neural pura da doenca
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e contribuindo para o diagndstico diferencial de outras neuropatias. Além disso, pode
ser uma ferramenta de monitorizacéo pés-tratamento (Antunes et al., 2012).

A reacao em cadeia de polimerase (PCR) corresponde a uma técnica molecular
simples e muito sensivel, que permite a amplificacdo de acidos nucleicos de M. leprae.
Apesar de tal exame apresentar um custo alto, o que dificulta sua utilizacdo na rede
publica de saude, essa técnica vem apresentando uma importancia cada vez maior,
principalmente, nos casos de hanseniase neural pura, quando a histopatologia é
inconclusiva (Banerjee et al., 2011; Martinez et al., 2011; Rosa et al., 2013).

Outro exame importante no auxilio do diagnostico e extensdo da neuropatia ha
hanseniase € a eletroneuromiografia. Corresponde a um exame neurofisiolégico que
combina eletromiografia e estudo da conducédo nervosa, permitindo assim a avaliacao
dos componentes sensitivos e motores dos nervos assim como dos musculos. Desse
modo, a eletroneuromiografia permite a identificacdo da localizacdo e grau de
comprometimento, além de fornecer informagdes sobre a fisiopatologia das lesées. O
resultado dos estudos de conducéo permite a classificagdo dos pacientes em 4 grupos
de acordo com os tipos de achados: 1. sem alteracdes; 2. lesdo desmielinizante -
definida quando a laténcia do potencial de acdo muscular e/ou do nervo sensitivo &
maior que o valor de referéncia e a reducéo na velocidade de condugé&o sensitiva e/ou
motora é inferior a 85% do valor de referéncia; 3. lesdo axonal - definida quando h&a
uma reducdo da amplitude do potencial de acdo do componente muscular e/ou do
potencial de acdo do nervo sensitivo e, 4. Mista - quando ha lesdo axonal e

desmielinizante (Jardim et al., 2004).

1.4 Tratamento da neuropatia hanseniana

Uma vez que os episodios reacionais comumente sdao acompanhados de
neurites que agravam o dano neural, o tratamento das reacdes com controle das
alteracdes imuno-inflamatorias associadas deve ser prioritario. A identificacdo e
tratamento precoce das neurites € fundamental para prevenir as deficiéncias e
deformidades na hanseniase (Garbino et al., 2003).

Os farmacos de escolha para o tratamento das neurites séo os corticosteroides,
como a prednisona, nas doses de 1 a 2 mg/kg/dia. A dosagem inicial dos farmacos
deve ser mantida até a regressao dos sinais e sintomas, posteriormente, uma dose

minima pode ser mantida por alguns meses até a recuperagdo da funcdo neural.
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Atencéo especial deve ser dada aos pacientes com quadro de ENH devido a grande
porcentagem de sequelas neuroldgicas nesse grupo. Desse modo, a avaliacdo do
acometimento neural e o inicio da corticoterapia deve ocorrer de forma rapida nos
pacientes com ENH. Nesses casos, a talidomida pode ser acrescentada ao
tratamento. Apesar do tratamento de escolha para as neurites ser o uso de
corticosteréides por via oral, nos quadros neurolégicos de dificil controle e/ou com
sintomatologia muito intensa, pode-se utilizar metilprednisolona intravenosa na dose
de 1 mg/dia (Garbino et al., 2003).

Em relacdo ao tratamento da dor neuropatica, os farmacos de escolha séo
antidepressivos triciclicos, neurolépticos e anticonvulsivantes (MS, 2016). Uma vez
que esses farmacos sdo exclusivamente analgésicos de acdo central, sem nenhum
efeito na recuperacéo da funcéo neural, é fundamental a correta identificacéo do tipo
de dor desses pacientes (Garbino et al., 2003). Recomenda-se, portanto, a
monitorizacéo frequente da funcdo neural para assegurar que o quadro sensitivo e
motor permaneca normal ou sem piora (MS, 2016).

Além do tratamento medicamentoso, outra opcdo para a melhora do quadro
neuroldgico desses pacientes é o tratamento cirdrgico, que deve ser considerado apos
0 esgotamento dos recursos clinicos. O principal objetivo da atencéo cirtrgica é
reduzir a compressao do nervo por estruturas anatbmicas constritivas proximas. As
indicacBes para o tratamento cirdrgico sdo: abscesso de nervo; neurite que nao
responde ao tratamento clinico dentro de quatro semanas; neurites subentrantes ou
reentrantes (neurites que respondem bem ao tratamento, porém o0s sintomas
reaparecem assim que os farmacos sao retirados); neurite do nervo tibial com ou sem
presenca de Ulcera plantar, por ser normalmente silenciosa e néo responder bem ao
corticoide; neurite deficitaria crébnica com dor cronica e, neurite com outras
comorbidades associadas (glaucoma, diabetes mellitus, hipertensdo arterial
sistémica) que contraindicam o uso do corticoide (MS, 2016).

1.5 Mecanismos de patogénese do dano neural

O sistema nervoso periférico (SNP) é formado por ganglios e nervos, que
podem ser classificados em sensitivos, motores ou mistos. O componente motor do
SNP pode ainda ser subdividido em autonémico (responsavel pelo controle da

musculatura lisa, glandulas e outros sistemas internos do corpo) ou somatico
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(responsavel pelo controle da contracdo da musculatura esquelética). Desse modo,
enquanto os nervos sensitivos sdo formados por fibras aferentes, responsaveis por
conduzir informacdes obtidas na periferia ao sistema nervoso central (SNC), os nervos
motores sdo constituidos por fibras eferentes, que conduzem os impulsos do SNC
para os orgaos efetores (Guyton & Hall, 2017).

Quanto a unidade anatdbmica dos nervos periféricos, essa € formada por
axonios condutores, células de Schwann isolantes e matriz de tecido conjuntivo
circundante. Cada fibra nervosa é revestida por um tecido conjuntivo frouxo que forma
0 endoneuro que, por sua vez, € circundado por uma camada compacta composta por
células perineurais denominada perineuro. Mais externamente, encontra-se 0
epineuro, camada de tecido conjuntivo denso, tecido adiposo e vasos sanguineos,
gue reveste os perineuros. As fibras nervosas podem ainda ser classificadas em fibras
mielinicas e amielinicas. Enquanto as fibras mielinicas sdo encapsuladas
individualmente pela célula de Schwann, no caso das fibras amielinicas, uma Unica
célula de Schwann é responsavel por revestir um grupo de fibras (Figura 6) (Grant et
al., 1999).

Fasciculos de endoneuro

TRONCO NERVOSO

FIBRAS NERVOSAS DESMIELINIZADAS

Célula de Schwann

Vasos sanguineos
Perineuro /

Epineuro

Nticleo da célula de Schwann

Bainha de mielina

FIBRA NERVOSA MIELINIZADA

Axdnios

Figura 6 - Unidade anatémica dos nervos periféricos
Extraido de Chalk CH, 2008.
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Na hanseniase, M. leprae possui grande tropismo por células de Schwann, que
oferecem um ambiente favoravel para sua sobrevivéncia e replicacao (Scollard et al.,
2006). Os mecanismos envolvidos na ligacdo e invaséo das células de Schwann por
M. leprae ainda n&do séo totalmente conhecidos, no entanto, representam etapas
cruciais no desenvolvimento do dano neural. Acredita-se que a migracao do bacilo
para os nervos periféricos ocorra de dois modos principais. Uma possibilidade é
através da disseminacdo direta de uma lesdo de pele para um tronco nervoso
subjacente, visto que ha maior ocorréncia de neuropatia em nervos periféricos com
lesdo cutanea sobrejacente (Van Brakel et al., 2005). Outro mecanismo seria através
da disseminacdo hematogénica, uma vez que o bacilo € comumente encontrado em
fagdcitos mononucleares circulantes, e que mesmo em condi¢cdes homeostaticas,
ocorre 0 extravasamento de macrofagos dos vasos sanguineos para o epineuro
(Madigan et al., 2017).

Uma vez em contato com a célula de Schwann, a capacidade de M. leprae de
aderir & célula vem sendo atribuida a ligacdo de PGL-1 ao complexo formado pelo
receptor distroglicana-a e pelo dominio G da cadeia a2 da laminina-2 localizada na
lamina basal das células de Schwann (Figura 7) (Rambukkana et al., 1997). No
entanto, esse mecanismo de adesao via a2-laminina ndo explica a capacidade Unica
de M. leprae de infectar os nervos periféricos, visto que foi demonstrado que outras
micobactérias (M. tuberculosis, M. chelonae e M. smegmatis) possuem capacidade
de se ligar a célula de Schwann via a2-laminina. Desse modo, acredita-se que o
tropismo de M. leprae pela célula de Schwann é resultado de um conjunto de fatores
derivados tanto do hospedeiro quanto do bacilo, os quais ainda néo sao

completamente conhecidos (Marques et al., 2001).
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Figura 7 - Interacado entre M. leprae e a célula de Schwann.

A proteina de ligacdo a laminina 21 (LBP21) e o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) na parede
celular de M. leprae se ligam a cadeia a2 da lamina-2 (LAMA2) e a-dystroglycana na
membrana da célula de Schwann. Adaptado de Misch et al., 2010.

O dano neural presente na hanseniase envolve neuropatias desmielinizantes e
axonais. Enquanto a neuropatia desmielinizante corresponde ao processo que afeta
principalmente as células de Schwann mielinizadas e se traduz na diminuicdo da
velocidade de conducao do potencial de acao; na neuropatia axonal, 0s neuronios,
particularmente os sensitivos, s&o inicialmente afetados. Tanto o dano axonal quanto
desmielinizante estdo presentes nas etapas iniciais da infec¢gdo por M. leprae, no
entanto, as manifestacdes clinicas tendem a ocorrer em estagios mais tardios, quando
a desestabilizacdo do microambiente desencadeia respostas celulares que recrutam
células da imunidade inata e adaptativa, causando danos permanentes aos nervos
periféricos (Rambukkana, 2004).

O processo de diferenciacdo e mielinizacdo das células de Schwann é
fortemente dependente da comunicacdo com o0s axOnios para manter suas
propriedades funcionais e de sobrevivéncia. Essa comunicag&o ocorre principalmente
através da interagcdo entre o ligante axonal neuregulina com o complexo ErbB2/ErbB3
na membrana da célula de Schwann. No entanto, M. leprae é capaz de se ligar e ativar
ErbB2 sem a heterodimerizacdo de ErbB3, induzindo uma via ndo classica de
sinalizacdo Erk1/2 que resulta na desmielinizagdo precoce das células de Schwann
(Tapinos et al., 2006).
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O processo desmielinizante desencadeado por M. leprae é altamente vantajoso
para o bacilo, uma vez que aumenta a susceptibilidade da célula de Schwann a
invasdo bacteriana. Além disso, esse processo induz desdiferenciacéo e proliferacdo
celular favorecendo a sobrevivéncia e disseminacao do bacilo (Hess & Rambukkan,
2019).

As células de Schwann adultas, apesar de possuirem um programa sofisticado
de diferenciacdo e mielinizacdo, apresentam grande plasticidade. Essa plasticidade
permite a célula adquirir um estado de desdiferenciacdo semelhante a um fenadtipo
imaturo, que é fundamental no processo regenerativo dos nervos periféricos em
decorréncia de lesdes (Jessen & Mirsky., 2008). Apds a invasdo das células de
Schwann, M. leprae é capaz de aproveitar tal plasticidade para estabelecer um nicho
bacteriano favoravel, protegido do ataque imunolégico pela barreira hemato-nervosa.
Desse modo, M. leprae € capaz de induz um processo de reprogramacao celular que
resulta na desdiferenciacdo de células de Schwann infectadas em células
progenitoras altamente imaturas (pSLC do inglés progenitor/stem-like cells) através
da inativacdo de genes associados a diferenciacao e mielinizacao e ativacdo de genes
e fatores de transcricdo associados ao desenvolvimento embrionario (Masaki et al.,
2013).

Tal processo de reprogramacédo desencadeado pelo bacilo contribui para a
disseminacado bacteriana através de dois mecanismos principais. A disseminacéo
pode ocorrer passivamente através da migracdo de pSLC infectadas que, sob
estimulos inflamatoérios, irdo se diferenciar espontaneamente em musculos lisos e
esqueléticos, ou através do recrutamento de macréfagos para posterior expansao e
disseminacdo do bacilo através das propriedades imunomoduladoras da pSLC
(Masaki et al., 2013). Apoés a infeccdo por M. leprae, as células de Schwann passam
a expressar um grande numero de genes associados a resposta imunoldgica,
principalmente imunidade inata, que atingem o pico de expressao ap6s a mudanca de
fenétipo para pSLCs, e que contribuem para o recrutamento de macrofagos (Masaki
et al., 2014).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma das citocinas produzidas pela célula
de Schwann, em resposta a infeccéo por M. leprae, capaz de induzir macicamente o
infiltrado de macréfagos e contribuir direta e indiretamente para o dano neural (Liefner
et al., 2000). Um trabalho do nosso grupo observou um aumento na expressao de

TNF-a juntamente com seu receptor em populacdes de células de Schwann de
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pacientes com a forma neural pura da hanseniase (Teles et al., 2007). Além disso,
Andrade e colaboradores (2016) demonstraram em modelo experimental in vitro que
M. leprae é capaz de aumentar a expressao proteica de TNF-a ligado a membrana
(MTNF) bem como seu receptor (TNFR1) em células de Schwann, e que a
estimulacao de células de Schwann com TNF-a é capaz de induzir a secreg¢ao de IL-
6 e IL-8 (duas citocinas envolvidas na desmielinizagéo e perda axonal), bem como
metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9) (Teles et al., 2007, Andrade et al., 2016). As
MMPs sdo proteases extracelulares capazes de contribuir diretamente para a
desmielinizacdo durante a neuropatia periférica, estando envolvida na ativacao de
células de Schwann e recrutamento de macréfagos (Chattopadhyay et al., 2007).

Uma vez no local da lesdo, os macréfagos reconhecem e respondem a M.
leprae, liberando mediadores inflamatérios que irdo mobilizar mais macroéfagos e
neutroéfilos ao sitio de infeccdo. Neutréfilos, macréfagos e citocinas pro-inflamatérias
irdo ativar respostas imunes adaptativas que contribuem para o agravamento da
desmielinizacdo e dano axonal. Visto que o bacilo tem predile¢do principalmente por
células de Schwann ndo mielinizantes, que estdo presentes em grande quantidade
nos axénios sensitivos, um dos primeiros sintomas da neuropatia hanseniana € a
perda sensitiva. Esse fendmeno causado pela resposta imunologica, tem inicio com a
liberacdo de antigenos de M. leprae por essas células, que resulta no recrutamento
de macrofagos e células T com liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, levando a
destruicdo de células de Schwann ndo mielinizadas e mielinizadas e subsequente
perda sensitiva e motora (Rambukkana, 2004).

Outro fator que contribui consideravelmente para o dano neural é o
desenvolvimento de episédios reacional no curso da hanseniase. Durante tais eventos
ha uma maior infiltracdo de células T CD4+ nas lesGes e exacerbacdo da resposta
imune celular, que se torna mais responsiva aos antigenos de M. leprae (Cooper et
al., 1989). Pacientes em quadro reacional apresentam uma alteracdo no perfil
imunoldgico com ativagéo de células T, mudanca do perfil de células Th2 para Thl e
producdo de Interferon gamma (IFN- y) em resposta ao M. leprae. Desse modo,
pacientes reacionais, principalmente reacao do tipo 1 (RR), apresentam um aumento
na expressao de IFN-y quando comparados a pacientes nao reacionais tanto em
amostras de PBMC como em lesfes de pele (Andrade et al., 2015; Moraes et al.,
1999). O IFN- y € um mediador central da hipersensibilidade tardia e resposta celular
do tipo Thl. Além disso, esta envolvido na inducdo de TNF-a e estimulagdo da
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liberacdo de espécies reativas de oxigénio por macrofagos, contribuindo para a

patogénese do dano neural (Billiau, 1996).

1.6 Importanciaimunomoduladora de IDO1 e sua relevancia na Hanseniase

A enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) é responsavel por catalisar o
passo inicial e limitante da via das quinureninas, através da converséo do triptofano
em N-formil-quinurenina (Mellor & Munn, 2004). Essa enzima possui duas isoformas,
IDO1 e IDO2. Enquanto IDO1 possui papel imunomodulador e neuroativo bem
conhecidos, IDO2 foi recentemente descoberta, e é expressa constitutivamente no
figado, cérebro e tiredide (Ball et al., 2007). Além disso, a dele¢édo do gene ido2 em
camundongos ndo afeta o desenvolvimento embrionario, a hematopoiese ou a
resposta imunolégica, nem afeta os niveis de triptofano ou quinurenina no sangue,
sugerindo uma atuacao mais restrita dessa enzima (Prendergast et al., 2018).

Diversos estudos apontam a participacédo de IDO1 em processos imunoldgicos,
tanto em relagéo a infecgdes, como em relagcdo a doencas autoimunes e cancer. IDO1
€ expressa em Varios tipos celulares, como macréfagos, células epiteliais e células
dendriticas. Tal expressdo pode ser regulada por células apresentadoras de
antigenos, lipopolissacarideo (LPS) ou por citocinas pré-inflamatérias, como o IFN-y,
IL-1 e TNF-a (Aradjo et al., 2017).

Em relacdo ao papel de IDO1 frente as infecgdes, esse ainda é controverso,
uma vez que IDO1 vem sendo descrita como uma enzima com papel dubio, possuindo
um caréter bactericida ou tolerogénico, dependendo do microambiente (Thomas et al.,
1993; Mellor et al., 2017). Apesar da maioria dos patdégenos ser capaz de sintetizar
triptofano, alguns microrganismos, como Chlamydia pneumoniae, Toxoplasma gondii
e as micobactérias, dependem do triptofano exdégeno para replicacdo (Pfefferkorn et
al., 1984; Hayashi et al., 2001; Rottenberd et al., 2000). Desde modo, uma vez que
IDO1 é responsavel pela degradacgéo do triptofano, a inducdo de sua expressao esta
relacionada a inibigdo do crescimento de tais microrganismos (Mellor & Munn, 2004).
Além disso, a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais de 6xido
nitrico pela ativacdo da via das quinureninas contribui para o impedimento do
crescimento bacteriano (Schmidt & Schultze, 2014).

Estudos em modelos de autoimunidade apontam um papel imunossupressor

de IDO1, uma vez que a inibicdo de sua atividade resulta na exacerbacéo dos
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sintomas e severidade da doenca (Sakurai et al.,, 2002). A imunossupressao
desencadeada por IDO1 € decorrente dos metabdlitos imunomoduladores e
citotdxicos da via, capazes de inibir a ativacdo de células T e modular a diferenciacéo
de células T virgens em células T reguladoras (Treg) (Terness et al., 2002).

Na Hanseniase, foi demonstrado um aumento de células IDO1+ em lesbes de
pele de pacientes lepromatosos, bem como uma maior atividade de IDO1 no soro de
pacientes LL quando comparados a pacientes BT (De Souza Sales et al., 2011). Em
conjunto, foi demonstrado que M. leprae é capaz de induzir a expressao proteica de
IDO1 em monécitos humanos por um mecanismo dependente de IL-10 (Moura et al.,
2012) e que IDO1 é importante para a sobrevivéncia do bacilo em macréfagos
humanos (Barbosa et al., 2017). Tais achados sugerem gue no polo lepromatoso, M.
leprae induz IL-10 que aumenta a expresséao de IDO1 contribuindo para a persisténcia
do bacilo. Uma concluséo preliminar é a de que IDO1, induzida por M. leprae, teria um
papel tolerogénico, contribuindo para a imunossupressao especifica observada no
polo lepromatoso da hanseniase. No entanto, Andrade e colaboradores (2015)
observaram um aumento de IDO1, dependente de IFN-y, em células de lesdo de pele
de pacientes multibacilares que desenvolveram reacéo reversa, sugerindo que IDO1

pode apresentar efeitos antagdnicos na patogénese da doenca.

1.7 Indoleamina 2,3 dioxigenase no sistema nervoso

O triptofano € um aminodacido essencial, sendo necessario para a sintese de
proteinas e substrato para a producdo de diversas moléculas neuroativas, como a
serotonina, melatonina, &cido quinolinico, acido quinurénico, entre outros. A
degradacé&o do triptofano ocorre por duas vias principais, a via da serotonina e das
quinureninas (Carvalho et al., 2017).

O catabolismo do triptofano através da via das quinureninas tem inicio com a
conversédo do triptofano em N-formil-quinurenina pela agdo de IDO e posterior
conversdo em quinurenina (Figura 8). A quinurenina pode ser convertida a acido
quinurénico (KYNA) pela enzima quinurenina aminotransferase | ou Il (KATI ou KATII
/ AADAT) ou &cido antranilico (AA) pela enzima quinureninase (KINU). A quinurenina
pode ainda ser convertida em 3-hidroxiquinurenina (3-HK) pela enzima quinurenina 3-
monooxigenase (KMO). 3-HK pode levar a formacéo de acido xanturénico (XA) pela

enzima quinurenina aminotransferase ou a acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) pela
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enzima quinureninase. 3-HAA, por sua vez, pode ser oxidado pela enzima 3-
HAAoxidase para formar o 4cido quinolinico (QUINA) (Braidy & Grant, 2017).

Via da Serotonina

Triptofano Hidroxilase Triptofano
(Tryp)
TDO l DO
5-Hidrotriptofano N-formil-quinurenina | Viscesqunmenines
(5-HTP) _ l
Formamidase
Aminoacido aromatico KAT's Quinurenina KMO 3»Hidroxiquinurenina KAT’s
descarboxilase e —
(kyn) (3-HK)
Serotonina Quinureninase Quinureninase
(5-HT)
Acido Antranilico Hidroxilagéo Acido 3-Hidroxiantranilico
Transferases (AA) (3-HAA) ,
- Acido
v Acido Quinurénico 3-HAAoxidase l G
Melatonina (KYNA) __ Acroleil Amino (XA)
O Fumarato
Acetil CoA - \ ggéo ndo enzimética
Via do acido Acido Picolinico Acido Quinolinico
glutarico (PA) (QUINA)
i
NAD+ —— Acido Nicotinico
+  Etapas intermediarias ndo mostradas

Figura 8 - Diagrama esquemético do metabolismo do triptofano em mamiferos.
Adaptado de Xu et al., 2017.

O catabolismo do triptofano pode ainda ser desviado para a via da serotonina,
principalmente quando a via das quinureninas € down regulada. A partir da hidrélise
do triptofano ocorre a formacgédo de 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que é rapidamente
metabolizado a serotonina e posteriormente em melatonina pela acdo de transferases
(Figura 8) (Majumdar et al.,2019).

Diversas propriedades neuroativas vém sendo atribuidas aos metabdlitos da
via das quinureninas. Enquanto o &cido quinolinico (QUINA) atua como agonista do
receptor N-metil-D-acido aspartico (NMDA) e pode causar excitotoxicidade neural, o
acido quinurénico (KYNA) tem um papel neuroprotetor através de sua atuagdo como
antagonista do receptor NMDA (Stone, 2001). A estimulacdo do receptor
glutamatérgico NMDA aumenta o influxo de calcio nos neurdnios, contribuindo para a
producdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres, além de estimular a
peroxidacao lipidica da membrana, contribuindo para o dano neural (Carvalho et al.,
2017).
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Além disso, 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA)
séo potentes geradores de radicais livres e espécies reativas de oxigénio capazes de
induzir a clivagem do DNA nuclear, levando a célula neural & apoptose (Figura 9)
(Okuda et al., 1998). Desse modo, o desbalanco da via das quinureninas vem sendo
descrito em diversas doencas neurodegenerativas, entre elas depressao,
esquizofrenia, Alzheimer, doenca de Huntington, Parkinson e dor neuropética (Bonda
et al.,2010; Heng et al.,2009; Guillemin et al., 2005; Veen et al., 2016; Sathyasaikumar
et al., 2001; Rojewska et al., 2018).

AGONISTAO O Aumento do l
(@)

influxo Ca**
Receptores N ®
Meio extracelular o NMDA o 9
E*M”HM‘ M*h”ﬁ‘ hﬁ AT
’ [ )

Ssagsades )“%% ST |
‘Meio intracelular Redugéo do “=g :
Neurdnio efluxo de K* '.

APOPTOSE :
+ ° — ‘ MORTE CELULAR |
EXCITOTOXICIDADE |

PEROXIDACAO LIPIDICA !

Figura 9 - Efeitos dos metabdlitos neurotoxicos da via das quinureninas em neurfnios
glutamatérgicos.

AQ: acido quinolinico; 3-HK: 3-Hidroxiquinurenina; XO: xantina oxidase; ROS: espécies
reativas de oxigénio. Adaptado de Carvalho et al., 2017.

Outro receptor estimulado pelos metabdlitos da via das quinureninas, e que
pode estar envolvido na interacdo glia-axénio, € o receptor de hidrocarboneto aril
(AhR). O AhR é um fator de transcrigdo ativado por ligante, originalmente descrito
como envolvido no metabolismo xenobi6tico (Wirthgen et al., 2017). Atualmente, seu
papel na regulagdo imunoldgica em processos inflamatorios estd bem descrito,
estando envolvido na prevenc¢do de uma inducao pro-inflamatoéria excessiva (Thatcher
et al., 2016; Zhang et al., 2015; Nguyen et al., 2014; Sekine et al., 2009).
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O acido quinurénico, assim como a quinurenina, sdo agonistas do receptor
AhR. Apesar da quinurenina estar mais disponivel para interagir com o receptor,
apresentando concentragfes plasmaticas mais elevadas que KYNA, este ultimo é
descrito como um ligante de AhR mais potente, além de possuir uma estabilidade mais
alta que a quinurenina (DiNatale et al., 2010). Shackleford e colaboradores (2017)
demonstraram a expressao desse receptor em células de Schwann, bem como o
envolvimento do mesmo na mielinizacdo do sistema nervoso periférico. A inibicdo de
tal receptor em modelo de camundongo levou a alteracdes na expressédo de genes
associados a mielina e na estrutura da bainha, com consequente deficiéncias
locomotoras nesses animais. Por outro lado, a superexpressao desse receptor, assim
como dos genes IDO1 e TDO, foram observados em amostras de neurofioromas
plexiformes e tumores malignos da bainha dos nervos periféricos (Shackleford et al.,
2017).

O aumento na expressdo da enzima KMO, bem como elevagdo da
concentracdo de QUINA em associacao a uma diminuicao de KYNA, tem sido relatado
em trabalhos que investigam depressao e dor neuropatica (Baranyi et al., 2015; Bay-
Richter et al., 2015; Laument et al., 2017). Além disso, foi demostrado, em modelo
animal de dor neuropatica, que a inibicdo de IDO e KMO pode diminuir os efeitos
negativos do dano neural e, consequentemente, diminuir os sintomas da dor
neuropatica (Rojewska et al.,, 2018). No entanto, até o momento, ndo tivemos
conhecimento de nenhum trabalho que tenha investigado o papel da via das
quinureninas e seus metabdlitos neuroativos na patogénese de doencas do sistema

nervoso periférico.
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2 JUSTIFICATIVA

A hanseniase é a principal causa de neuropatia periférica ndo traumatica em
paises endémicos. A neuropatia € frequentemente silenciosa ao longo de sua
evolucdo, o que dificulta o seu diagndstico nos estagios iniciais e impede que sejam
estabelecidas medidas capazes de prevenir o dano neural (Job, 1989). Visto que as
células de Schwann oferecem um ambiente ideal para a preservacéao e proliferacao
de M. leprae, o entendimento dos mecanismos envolvidos na infeccdo e modulacao
dessas células pelo bacilo representam um passo crucial para a melhor compreensao
do dano neural na hanseniase (Neal & Gasque, 2016).

Richardus e colaboradores (1996) demonstraram que um percentual maior de
pacientes multibacilares apresentam impedimento da funcdo nervosa no diagndstico
guando comparados aos paucibacilares. Estima-se que 30 a 60% dos pacientes
multibacilares apresentem dano difuso no nervo periférico no momento do
diagnéstico, que continua progredindo mesmo apos o uso da PQT e corticosteroides
(Van Veen et al., 2008). Estudo anterior do nosso grupo demonstrou uma frequéncia
diferente na alteracdo da func&o nervosa, tanto sob o ponto de vista clinico quanto
neurofisiolégico, quando comparado pacientes multibacilares e paucibacilares (Vital
et al., 2012). Tais achados sugerem que, apesar dos pacientes multibacilares
apresentarem pouca ou nenhuma sintomatologia de comprometimento de nervos
periféricos, esses pacientes possuem grande risco de desenvolvimento extenso de
neuropatia no curso da doenca.

Desta forma, um dos principais desafios atuais, para as areas endémicas da
hanseniase, é o tratamento efetivo da neurite, bem como a detecc¢éo precoce de dano
neural em pacientes multibacilares, prevenindo as incapacidades permanentes.
Atualmente, os pacientes sao tratados com poliquimioterapia (PQT) e corticosteroides,
que nao tém sido eficazes em impedir a evolugdo da neuropatia periférica. Assim,
estudos com o objetivo de contribuir para o entendimento da patogénese da
neuropatia podem auxiliar em futuras intervencdes mais especificas e efetivas.

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que ha um aumento da
atividade de IDO1 em soro de pacientes multibacilares com hanseniase quando
comparado aos pacientes paucibacilares (De Souza Sales et al., 2011). Visto que
esses pacientes apresentam uma imunidade celular pouco efetiva contra o bacilo e

qgue o papel IDO1 na imunomodulacéo esta bem descrito, nossa hipotese inicial foi a
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do envolvimento desta enzima na inducédo de tolerancia imunoldgica, permitindo a
manutencao da infeccdo por M. leprae (De Moura et al., 2012; De Mattos Barbosa et
al., 2017). No entanto, também foi observado o aumento da expressdo de IDO1 em
amostras de pacientes multibacilares que desenvolveram reacao reversa (Andrade et
al., 2015). Uma vez que durante tais episddios h4 uma intensa morte micobacteriana
e um incremento do dano neural, hipotetizamos que o papel dessa enzima na
imunopatogénese da hanseniase pode estar relacionado a outros processos que nao
necessariamente a inducao de tolerancia.

O estudo da via das quinureninas tem demonstrado a existéncia de metabdlitos
com atividade neurotdxica, de modo que € possivel que exista uma associacao entre
0 aumento da atividade de IDO1 e de seus metabdlitos com o desenvolvimento de
neuropatia em pacientes com hanseniase. Pouco se sabe sobre a producédo de IDO1
em células de Schwann e o presente estudo torna-se necessario para entender a
complexa interacdo entre o aminoacido triptofano, IDO1 e as quinureninas com o dano

neural na hanseniase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o papel da enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO1) e seus

metabdlitos na patogénese da neuropatia hanseniana.

3.2 Objetivos Especificos

1- Re-analisar dados de microarranjo com o objetivo de avaliar se M. leprae
modula a expressdo de genes da via das quinureninas em células de Schwann

primarias humanas;

2 - Avaliar a capacidade de M. leprae e das citocinas IFN-y e TNF-a em induzir
aumento na expressdo e atividade de IDO1 em células de Schwann humanas da
linhagem ST88-14;

3- Avaliar a capacidade de M. leprae e das citocinas IFN-y e TNF-a em
influenciar as concentracdes dos metabdlitos finais da via das quinureninas em cultura

de células de Schwann humanas da linhagem ST88-14

4- Investigar se os metabolitos da via das quinureninas afetam a viabilidade
das células de Schwann humanas da linhagem ST88-14;

5- Determinar a atividade de IDO1 em amostras de soro de pacientes com
neuropatia hanseniana comparando com pacientes com outras neuropatias nao

hansenianas;

6 — Correlacionar a atividade de IDO1 com achados da eletroneuromiografia e

com a presenca ou nao de dor neural (neuropatica ou nociceptiva);

7 — Determinar as concentracdes séricas de acido quinurénico (KYNA) e acido
quinolinico (QUINA) em amostras de pacientes com neuropatia hanseniana em

comparacao com pacientes com outras neuropatias e voluntarios sadios.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupo de estudo e amostras clinicas

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/RJ (protocolo CAAE: 26611618.1.0000.5248). Foi
utilizada uma coorte inicial de 74 pacientes atendidos no Ambulatério Souza Araujo
(ASA) no periodo de 2008 a 2016. Como critérios de inclusao, utilizamos amostras de
individuos com diagnéstico fechado de hanseniase pela clinica e pela histopatologia,
com comprometimento neuroldégico no momento da coleta do soro e que tenham
realizado exame de eletroneuromiografia. Como controles foram utilizadas amostras
de pacientes com outras neuropatias periféricas. Os critérios de exclusdo foram:
pacientes menores de 18 anos, doenca autoimune, diabetes, gestantes e pacientes
com HIV. Tais pacientes foram classificados de acordo com as alteragbes
histopatologicas dos fragmentos de nervo da seguinte forma: Neural pura (NP),
Multibacilar ou outras neuropatias periféricas ndo hansenianas (ON). Os pacientes
Multibacilar foram subdivididos em pacientes com neurite reacional (MB em reacao)
ou recidiva (MB recidiva).

Treze pacientes (6 mulheres e 7 homens) com idade média de 52,1 + 17,6
foram classificados com a forma clinica neural pura da hanseniase; onze pacientes (1
mulher e 10 homens) com idade média de 41,5 + 12,6 classificados como multibacilar
em reacao; vinte e sete pacientes (7 mulheres e 20 homens) com idade média de 39,4
+ 12,4 classificados como multibacilar em recidiva; e vinte e trés pacientes (10
mulheres e 13 homens) com idade média de 56,7 + 11,6 com outras neuropatias
periféricas. A avaliacdo do tipo de dano neurologico foi baseada nos dados da
eletroneuromiografia de acordo com o descrito por Jardim e colaboradores (2004). Os
dados demograficos e clinicos dos pacientes com neuropatia hanseniana e dos
pacientes com outras neuropatias periféricas encontram-se na tabela 1 e 2,
respectivamente. Para 0s ensaios de avaliagdo da concentracdo de &cido
quinunrénico (KYNA) e quinolinico (QUINA) foram utilizadas amostras de 11
voluntarios sadios como controle (8 mulheres e 3 homens) com idade média de 26,5

anos * 6,2.
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Tabela 2 - Dados demografico e histopatoldgicos dos pacientes com neuropatia
hanseniana

quma Dor Classificacdo de dano
Clinica
MB em M 39 S| Neg N S|
reacao

N TC—— p
MB e~m M 37 PoS. PoS N Desmielinizagdo + degeneracdo
reacao axonal sec.
MB em M 35 PoS. PoS N Sem resposta sensitiva, motora
reacao normal
MB em M 52 Sl Neg Sl Sem resposta sensitiva e motora
reacao
MB eNm M 48 Sl Neg N axonal
reacao
MB em M 18 Neg Neg N Sem resposta sensitiva, motora
reacao normal

N — =
MB em F 36 Neg Neg S| Desmielinizacdo + degeneragao
reacao axonal sec.
MB em M 52 Neg si N Axonal
reacao
MB em M 54 S| Neg S Sem resposta sensitiva, motora
reacao normal
MB eNm M 33 Pos. Neg S Axonal
reacao
MB e~m M 57 sI Neg N Sem resposta sensitiva, motora
reacao normal
MEf em M 39 Pos +++ N Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB em F 26 | Pos | ++++ | S si
recidiva
MB. em M 29 Pos Pos N Sem resposta sensitiva e motora
recidiva
MBem |, 31 | Pos | Pos | S S|
recidiva
MB. em M 35 Pos Pos S Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB. em M 85 Pos ++ S Axonal
recidiva
MB. em F 53 Sl +++ S Sem resposta sensitiva e motora
recidiva
MS gm M 29 S| et S Sem resposta sensitiva, motora
recidiva normal
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MB em 30 S| + s si
recidiva
MEf em 37 Sl Pos S Sem resposta sensitiva e motora
recidiva
MB. em 32 Sl ++++ S Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB s
. e_m 35 Sl + S Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB_ em 39 S| - S Sem resposta sensitiva, motora
recidiva normal
MEf em 30 Sl +++ N Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB_ em 72 S| - N Sem resposta sensitiva, motora
recidiva normal
MB. e_m 54 Pos +++ S Axonal
recidiva
MB. em 44 Neg Pos N Desmielinizante
recidiva
MB em 38 Pos I s sl
recidiva
MB C
> em 35 Sl Pos S Desmielinizagdo segmentar
recidiva
MB. em 28 Sl ++ S Sem resposta sensitiva e motora
recidiva
MB gm 67 PoS .t S Desmielinizagdo + degeneragdo
recidiva axonal sec.
MB em 60 Pos | ++++ | N sl
recidiva
MB em 33 Neg | +++ | SI S|
recidiva
MB em 4 SI ++ 5 sl
recidiva
MB_ em 50 POS . S Sem resposta sensitiva, motora
recidiva normal
MB. e.m 36 Pos ++ S Lesdo mista
recidiva
MB. e_m 32 Sl ++++ S Axonal
recidiva
NP 51 Sl Neg N Sem conducao
NP 70 Pos neg N Sem conducao
NP 64 Sl Neg N Axonal
NP 71 Pos Neg N Sem conducéo
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NP M 77 Sl Neg S Sem condugéo

NP M 39 Sl Sl N Sem condugé&o

NP F 51 Pos Neg N Sem conducdo

NP F 60 Pos Neg Sl Sem conducao

NP F 39 Pos Neg S Sem condugéo

NP M 34 Pos Neg S Sem condugé&o

NP F 67 Neg Neg N Sem condugéo

NP F 36 Sl Pos N Desmielinizagdo segmentar
NP M 19 Sl Neg N Sem resposta sensitiva e motora

Legenda: MB = Multibacilar; NP = Neural Pura; M = Masculino; F = Feminino;

S| = Sem informagé&o; N = N&o; S= Sim; Neg = Negativo e Pos = Positivo.

Tabela 3 - Dados demograficos e clinicos dos pacientes com outras neuropatias
periféricas.

Patologia

SI F 47 Sl S

Sindrome do tunel do carpo F 56 Sl N
Sl M 64 Sl N

Sindrome do tunel do carpo M 50 Neg S
Doenca reumatolégica M 47 Neg S

Sl F 53 Neg Sl

SI F 68 SI S

Sl M 47 Sl S
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Sl M 54 Sl N

SI M 42 SI S
Neuropatia diabética M 49 SI S
SI F 66 SI N

Sl M 62 Sl N

Mal perfurante plantar F 84 Sl N
Doenca reumatolégica F 77 Sl S
SI F 68 SI N

Doenca reumatolégica F 67 Sl S
Sl M 57 Neg Sl

SI M 45 Sl S

Doenca reumatoldgica F 49 Neg S
SI M 65 Neg N

Sl M 48 Neg N

Sl M 39 Neg N

Legenda: M = Masculino; F = Feminino; SI = Sem informacg&o; N =
N&o; S= Sim; Neg = Negativo e Pos = Positivo.

4.2 M. leprae e reagentes

Foram utilizados para os experimentos in vitro 0os seguintes reagentes: M.
leprae viavel (MOI 50:1) fornecido pelo Instituto Lauro de Souza Lima — SP; M. leprae
morto por irradiacdo (50 ug/mL) obtido pelo consorcio BEI resources (NIAID, NIH - cat.
NR-19329); TNF-a recombinante humano (1ng/mL), comprado da empresa
PeproTech (Rocky Hill, USA - cat. 300-01A); IFN-y recombinante humano (40ng/mL),
comprado da empresa PeproTech (Rocky Hill, USA - cat. 300-02); Acido Picolinico
(cat. P42800), Acido Quinurénico (cat. K3375), Acido Quinolinico (cat. P63204) e
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Acido 3-Hidroxiantranilico (cat. 148776) (62,5uM, 125 pM, 250uM e 500 uM)
comprados da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

4.3 Anélise de Microarranjo

Para esta andlise foram recuperados os dados brutos de microarranjo do
estudo de Toledo-Pinto e colaboradores de 2016 (DOI: 10.1093/infdis/jiw144). Toledo-
Pinto e colaboradores fizeram uma avaliacdo abrangente do mRNA de células de
Schwann priméria infectadas com M. leprae a uma multiplicidade de infeccdo (MOI)
de 100:1 (bacilos: célula) por 24 ou 48 horas a 33°C usando microarranjos de chips
de DNA. Os dados foram recuperados do banco de dados Gene Expression Omnibus
(GEO), sob 0 acesso GSE35423. Os arquivos ja normalizados foram importados para
o ambiente R, v. 3.4.1. Os dados normalizados e em escala logaritmica de base 2
foram utilizados na constru¢éo do heatmap (com agrupamento hierarquico euclidiano
com distancia completa) para os genes de interesse, utilizando a biblioteca pheatmap
v.1.0.12.

4.4 Culturade célulade Schwann ST88-14

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular humana ST88-14, que foi isolada
de um tumor maligno da bainha de mielina do nervo periférico, obtida de um paciente
diagnosticado com neurofibromatose 1 (NF-1) e doada pelo Dr. J.A. Flechter (Dana
Farber Cancer Institute, Boston Massachusetts). As células da linhagem ST88-14
foram mantidas em meio RPMI (Gibco Invitrogen Corporation 1640, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gnco Invitrogen Corporation,
USA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, USA) a 2mM, penicilina a 100U/mL
e estreptomicina a 100ug/mL (Gibco Invitrogen Corporation, USA), em garrafas de
cultura e incubadas a 37°C em atmosfera imida, a 5% de CO:2. Todos 0s experimentos
foram realizados apoés a terceira passagem de cultivo celular, conforme protocolo ja
estabelecido em estudos anteriores de nosso grupo (Andrade et al., 2016; Diaz Acosta
et al., 2018; Mattos et al., 2011; Oliveira et al., 2010, 2005; Petito et al., 2013; Teles et
al., 2007).
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Para os ensaios experimentais, as ST88-14 aderentes foram incubadas com
Tripsina/EDTA (Gibco Invitrogen Corporation, USA) 0,25%/1mM por 1 min a 37°C e
ressuspensas em meio de cultura suplementado. Em seguida, as células foram
plaqueadas em placas de 24 pocgos para os ensaios de imunofluorescéncia (7x10*
células/poco) e citometria de fluxo (1x10° células/poc¢o). Apds o tempo de estimulo, os
sobrenadantes da cultura foram coletados e armazenados a -20°C para posterior
utilizacdo nos ensaios de ELISA e Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC).
Para todos os experimentos, apdés o plaqueamento as células foram incubadas
overnight para aderir & placa e posteriormente estimuladas e/ou infectadas por
24horas.

4.5 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC)

As concentracfes de quinurenina e triptofano nos sobrenadantes de cultura da
célula de Schwann ST88-14 e no soro dos pacientes foram determinadas com o
objetivo de mensurar a atividade de IDO1 por Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia
(HPLC). Em um tubo eppendorf, 400uL de soro ou sobrenadante de cultura foram
homogeneizados com 5 L de tirosina (10mM; Sigma-Aldrich, USA) e 25uL de acido
tricloroacético (TCA) e centrifugados por 10 minutos a 14000xg para precipitacdo de
proteinas. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e transferido para
frascos apropriado para inje¢do na coluna analitica de fase reversa Shim-pack CLC-
ODS(M)® C18 da Shimadzu (equipamento LC 20 AT Shidmazu). As fases moveis
utilizadas foram tampéao de acetato de sédio a 15mM e acetonitrila + 0,1% de acido
trifluoroacético. A deteccao da corrida foi feita em 365nm, para detectar a quinurenina,
e 285nm, para detectar o triptofano. O normalizador interno, tirosina, foi detectado em
ambos os comprimentos de onda. A atividade de IDO1 foi avaliada através da razao
da area do pico de quinurenina sobre triptofano, como descrito por Widner e
colaboradores (1997).

4.6 Imunofluorescéncia

As células foram plaqueadas (7x10* células/poco) em laminulas de vidro e

infectadas/estimuladas com M. leprae. Antes do estimulo/infeccdo das células de
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Schwann com M. leprae vidvel ou morto, os bacilos foram marcados em verde com o
kit PKH67 Green Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich, USA — cat. PKH67GL) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Ap6s o tempo de estimulo/infeccdo, as
células de Schwann ST88-14 foram fixadas por 20 minutos com PFA 4% a
temperatura ambiente, lavadas com tampéao fosfato salina (PBS) (Gibco Invitrogen
Corporation, USA), bloqueadas e permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 + 10%
de Soro Normal de Cabra (NGS) (Sigma-Aldrich, USA) e 5% de albumina de soro
bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) em PBS por 1h.

Foram utilizados o anticorpo monoclonal feito em coelho anti IgG humano IDO
(Santa Cruz, Texas, USA 1:100 — cat. SC25808) e, os anticorpos policlonais feitos em
coelho anti acido quinurénico (MyBioSource, Califérnia, USA 1:100 - cat.
MBS2090492) e acido quinolinico (MyBioSource, Califérnia, USA 1:100 - cat.
MBS2032185). Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4°C. Apos
lavagem, as células foram incubadas com o anticorpo secundério de cabra anti-coelho
IgG 568 (Molecular Probes, Oregon, USA 1:1000 — cat. A11011) e 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Molecular Probes, Oregon, USA) para visualizacdo do nucleo. A
montagem das laminas foi feita com o meio de montagem Prolong™ Diamond Antifade
Mountant (Invitrogen™ — Cat. P36961). As imagens das marcacdes foram capturadas
e examinadas ao microscopio confocal LSM 510-META (Zeiss) e com auxilio do

programa Zen 2.3 (Carl Zeiss).

4.7 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Foram utilizados kits de ELISA comercial da MyBioSource (Califérnia, USA)
para dosagem de acido quinurénico (cat. MBS7254726) e acido quinolinico (cat.
MBS773155). Os sobrenadantes e soros foram processados, conforme orientacéo do
fabricante.

As amostras e o tampédo do ensaio foram incubados em conjunto com o
conjugado da enzima HRP (do inglés, horseradish peroxidase) em placa pré-revestida
com os anticorpos de interesse e incubadas por 1 hora a 37°C. Apds o periodo de
incubacéo e lavagens, os pocos foram entdo incubados com um substrato para a
enzima HRP. Finalmente, uma solucdo de parada foi adicionada para interromper a
reacdo. A leitura de absorbancia foi obtida a 450 nm, sendo a intensidade da cor

inversamente proporcional & concentracdo do metabdlito de interesse (método
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competitivo). As leituras foram obtidas em leitor de ELISA SpectraMax 190 (Molecular
Devices - California, USA). Para a andlise dos dados foi utilizado o software SoftMax
versdo 5.3 (Molecular Devices - Califérnia, USA).

4.8 Citometriade fluxo

Para a marcacéo intracelular de IDO1 foi utilizado o anticorpo anti IDO — PE
(R&D, Minnesota, USA 3:50 — cat. IC6030P). Para a marcacgao e posterior analise por
citometria, as células foram retiradas do po¢o com Tripsina/EDTA 0,25%/1mM apos o
tempo de estimulo e lavadas com PBS-FACS (PBS + 0,1% de BSA). Apés a lavagem,
as células foram fixadas com PFA 4% por 30 minutos a 4°C, permeabilizadas (1% de
BSA + 0,1% de saponina em PBS) e blogueadas (2% de NGS em tampé&o de
permeabilizacdo). Em seguida foram incubadas com anticorpo primario por 30min a
temperatura ambiente. Ao término da incubacéo as células foram lavadas e incubadas
com o anticorpo secundario por 30min a temperatura ambiente e protegido da luz. Em
seguida foram lavadas, fixadas e ressuspensas para posterior leitura em citbmetro de
fluxo (FACScalibur). Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos no gate. A

analise foi realizada no software BD FlowJo (Oregon, USA).

4.9 Viabilidade Celular

A porcentagem de células viaveis, em apoptose e/ou em necrose foi
determinada através do kit FITC Annexin V Apoptosis Detection (BD Pharmingen™,
Califérnia, USA) e contabilizada em citbmetro de fluxo.

Apo6s o tempo de estimulo, as células foram tripsinizadas, transferidas para
tubos de citometria apropriados e lavadas duas vezes com PBS gelado.
Posteriormente, as células foram ressuspensas em 100uL de tampé&o de ligacdo e
incubadas com 1,5uL de anexina V-FITC por 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. Apos a incubacao, foram adicionados 200uL de tampéao de ligacéo e 1,5uL
de iodeto de propidio (Pl). Em seguida as amostras foram adquiridas no citdbmetro de
fluxo (FACScalibur) em um intervalo de até 30 minutos conforme instrucbes do

fabricante. Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos no gate. A analise foi
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realizada no software BD FlowJo e, para a determinac&o da viabilidade celular relativa
foram utilizados como referéncia a porcentagem de células viaveis (duplo-negativas)

em meio livre de metabdlitos (célula ndo estimulada).

4.10 Analise Estatistica

Para estabelecer os testes estatisticos, todos os experimentos passaram a
priori pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Para as amostras classificadas
como nao-paramétricas, a significancia estatistica foi calculada pelo teste Mann-
Whitney ou Kruskall-Wallis com pds-teste de comparacao multipla de Dunn e valor de
p ajustado pelas multiplas comparagfes. Os resultados foram apresentados como
média + desvio padrdo. Para os testes de correlagdo foi utilizado o método de
correlacdo de Pearson. Para todas as analises estatisticas o valor de p <0,05 foi
considerado significante. As analises estatisticas foram realizadas através do

programa GraphPad Prism verséo 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 M. leprae modula a expressédo génica de enzimas da via das quinureninas

em células de Schwann primarias.

Inicialmente foi realizada a andlise dos dados de microarranjo depositados no
banco de dados Gene Expression Omnibus sob o nimero de acesso GSE35423.
Como demonstrado no heatmap apresentado na Figura 10, ap6s 48h de infeccao
(representado em verde) foi observado um aumento na expressao de IDO1 e IDO2
como demonstrado pela coloracdo vermelha, e uma diminuicdo da expressédo de
AADAT (quinurenina aminotransferase Il), representado pela coloracdo azul. Tais
dados apontam que M. leprae é capaz de modular a expressao de enzimas da via das

quinureninas nas células de Schwann primarias humanas (Figura 10).
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Figura 10 - M. leprae é capaz de aumentar a expressao de IDO e inibir AADAT.

Heatmap mostrando a expressdo dos genes AADAT, IDO1 e IDO2 em células de Schwann
primarias infectadas (em verde) ou ndo (em roxo) com M. leprae (100:1) por 24h (em rosa) e
48h (em azul). A cor vermelha representa up regulagédo, enquanto a cor azul representa down
regulagéo.

5.2 M. leprae aumenta a expressao, mas néo a atividade de IDO1 em células de
Schwann da linhagem ST88-14

No intuito de investigar se os resultados observados na célula de Schwann
primaria eram reproduziveis em nosso modelo experimental, avaliamos a capacidade
de M. leprae, bem como das citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a em induzir
aumento na expressao proteica de IDO1 em células de Schwann da linhagem ST88-

14. Inicialmente, a expressao de IDOL1 foi avaliada em células estimuladas com M.
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leprae morto por irradiacdo (MLm) nos tempos de 24 e 48h, no entanto, nao
observamos variacdo na expressdo entre os dois tempos (dados ndo mostrados).
Portanto, as células foram infectadas/estimuladas com M. leprae viavel (MOI 50:1), M.
leprae morto (50ug/mL), IFN-y (40ng/mL) ou TNF-a (1ng/mL) por 24 horas e a
expressdo de IDO1 foi avaliada por citometria de fluxo. Para isso, inicialmente foi
realizado o gate na populacéo de ST88-14 através dos parametros de tamanho (FSC-
H) e granulosidade (SSC-H) (Figura 11A) e a avaliacdo da porcentagem de células
positivas para IDOL1 foi realizada dentro do gate.

Como observado na Figura 11B, M. leprae viavel (MLv) e morto (MLm)
induziram aumento na expressdo de IDO1 em relagdo as células ndo estimuladas
(NE). Interessantemente, o tratamento com IFN-y (40ng/mL) e TNF-a (1ng/mL), duas
citocinas bem descritas quanto a capacidade de induzir IDO1 em macréfagos
(Babcock & Carlin, 2000; Currier et al., 2000), ndo foram capazes de aumentar
significativamente a expressdo dessa enzima nas células da linhagem ST88-14
(Figura 11).
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Figura 11 - M. leprae aumenta a expresséo de IDO1 em células de Schwann dalinhagem
ST88-14.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram plaqueadas (1x10° células por poco) e
infectadas/estimuladas com M. leprae vidvel (MLv - MOI 50:1), M. leprae morto (MLm -
50ug/mL), IFN-y (40ng/mL) e TNF-a (1ng/mL) por 24 hrs, ou ndo (NE — célula ndo estimulada).
ApOs esse periodo, as células foram marcadas com anticorpo intracelular anti-IDO. A)
Estratégia de gate na populagédo de ST88-14 através dos parametros de tamanho (FSC-H) e
granulosidade (SSC-H) e B) percentual de células positivas para IDO1 (Células %). A
aquisicao foi realizada em citbmetro de fluxo FACScalibur e a andlise realizada usando o
software FlowJo. Para cada amostra, 10.000 eventos foram analisados. O gréfico representa
a média = desvio padréo de seis experimentos independentemente realizados. A analise
estatistica foi determinada pelo teste One way ANOVA néo-paramétrico Kruskall-Wallis com
multiplas comparacdes e poés - teste de Dunn em que (**) p<0,01 e (***) p<0,001
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Também avaliamos se na presen¢a de um pré estimulo com M. leprae, as
citocinas IFN-y e TNF-a seriam capazes de induzir aumento na expressao de IDO1.
Para isso, as células foram estimuladas/ infectadas com M. leprae 30 minutos antes
do estimulo com as citocinas. Apesar de ser observado um aumento na expressao de
IDO1, em relacdo ao controle ndo estimulado, nas células estimuladas com IFN-y e
TNF-a em associagdo ao M. leprae morto (Figura 12A e 9B), ndo foi observada
diferenga em relac@o ao estimulo apenas com o bacilo. As células estimuladas com

IFN-y na presenga do M. leprae vidvel ndo apresentaram aumento de IDO1 (Figura
12C).
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Figura 12 — Célula Células de Schwann da linhagem ST88-14 estimuladas com IFN-y e
TNF-a na presenca de M. leprae morto aumentam a expresséo de IDO1.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram plaqueadas (1x10° células por poco),
estimuladas com M. leprae morto (50ug/mL) e apés 30 minutos com A: TNF-a (1ng/mL) ou B:
IFN-y (40ng/mL) por 24 horas ou C: infectadas com M. leprae viavel (50:1) e apds 30 minutos
com IFN-y (40ng/mL). Apds esse periodo, as células foram marcadas com anticorpo
intracelular anti-IDO e o percentual de células positivas para IDO1 (Células %) foi avaliado. A
aquisicao foi realizada em citbmetro de fluxo FACScalibur e a andlise realizada usando o
software FlowJo. Para cada amostra, 10.000 eventos foram analisados. O grafico representa
a média = desvio padréo de seis experimentos independentemente realizados. A analise
estatistica foi determinada pelo teste One way ANOVA néo-paramétrico Kruskall-Wallis com
multiplas comparacdes e poés - teste de Dunn em que (*) p<0,05, (**) p<0,01 e (***) p<0,001.
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Com o objetivo de confirmar o aumento na expressao de IDO1 e avaliar a
distribuicdo das células positivas para IDO1 mediante ao estimulo/infeccdo por M.
leprae, foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia. Para isso, os bacilos foram
previamente corados em verde com PKH, em seguida as células foram
estimuladas/infectadas por 24h. E possivel observar um aumento na expressdo de

IDO1 em células adjacentes as células infectadas/estimuladas (Figura 13).

Figura 13 - M. leprae é capaz de aumentar a expressao proteica de IDO1.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram plaqueadas (7x10%) e
infectadas/estimuladas ou ndo com M. leprae (MLv e MLm) (em verde, PKH) por 24horas.
ApOs esse periodo, as células foram marcadas com anticorpo anti-IDO1 (em vermelho, Alexa
Fluor 568) e a marcacao com DAPI (em azul) foi utilizada para visualizar o nicleo das células.
As setas brancas indicam as células infectadas com M. leprae. Imagens representativas de 3
experimento independentes. As imagens foram obtidas usando o microscopio confocal LSM
510-META (Zeiss). O tamanho de 50 um se aplica a barra de escala das imagens. NE =
Controle nédo estimulado.

Levando em consideracdo que IDO1 é uma enzima ativada por modificacdes
pés traducionais, a avaliacdo de sua atividade, obtida através da razéo
quinurenina/triptofano (kyn/trp), € de extrema importancia. Desse modo, 0
sobrenadante da cultura das células de Schwann infectadas com M. leprae viavel
(MOI 50:1), ou estimuladas com M. leprae morto (50ug/mL), IFN-y (40ng/mL) ou TNF-
a (1ng/mL) por 24h foi utilizado para avaliar a atividade de IDO1 por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Conforme observado na Figura 14, IFN-y e TNF-a foram capazes de induzir
aumento na atividade enzimatica de IDO1, no entanto, M. leprae viavel e morto nédo

apresentaram variacao significativa em relacdo ao controle ndo estimulado.
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Figura 14 - As citocinas IFN-y e TNF-a induzem aumento na atividade de IDO1 em
células de Schwann da linhagem ST88-14.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram plaqueadas (1x105) e infectadas com
M. leprae viavel (MOI 50:1) ou estimuladas com M. leprae morto (50ug/mL), ou IFN-y (40ng
/mL) ou TNF-a (1ng/mL) por 24 horas. Em seguida o sobrenadante foi coletado e a atividade
de IDO1 mensurada através da razao quinurenina / triptofano (kyn/tryp) por HPLC. O gréafico
representa a média + desvio padrdo de seis experimentos independentemente realizados. A
analise estatistica foi determinada pelo teste One way ANOVA né&o-paramétrico Kruskall-
Wallis com multiplas comparacdes e pos - teste de Dunn em que (*) p<0,05 e (**) p<0,01.

Em seguida, fomos avaliar a existéncia de sinergismo entre M. leprae e IFN-y
ou TNF-a na modulacao da atividade de IDO1. Para isso, as células de Schwann
foram estimuladas com M. leprae morto (50ug/mL) e, apés 30 minutos, estimuladas
com TNF-a (1ng/mL) (Figura 15A) ou IFN-y (40ng/mL) (Figura 15B) ou estimuladas
com IFN-y (40ng/mL) 30 minutos apds serem infectadas com M. leprae viavel (MOI
50:1) (Figura 15C). Apoés o periodo de 24 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e
a razao quinurenina / triptofano (kyn/trp) foi determinada por HPLC. Como observado
na Figura 15A, ha um aumento significativo na atividade de IDO1 nas células
estimuladas com M. leprae morto ou TNF-a, no entanto, ndo houve aumento na
atividade de IDO1 quando as células foram estimuladas com M. leprae e TNF-a em
comparacdo aos estimulos isoladamente. Entretanto, foi observado um aumento
significativo na razdo quinurenina / triptofano quando as células foram incubadas com
M. leprae e IFN-y (Figura 15B e C). A média da raz&o quinurenina / triptofano foi duas
vezes maior nas ceélulas estimuladas com M. leprae morto e IFN-y (Figura 15B) em

relacdo as células estimuladas com M. leprae viavel e IFN-y (Figura 15C).
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Figura 15 - IFN-y, mas nao TNF-a, possui capacidade sinérgica com M. leprae na
inducdo de aumento da atividade de IDO1 em células de Schwann.

Atividade de IDO avaliada pela razdo quinurenina / triptofano (kyn/tryp) por HPLC em
sobrenadante de células de Schwann da linhagem ST88-14 estimuladas com A: M. leprae
morto (50ug/mL) e/ou TNF-a (1ng/mL), B: M. leprae morto (50ug/mL) e/ou IFN-y (40ng /mL),
e C: M. leprae viavel (50:1) e/ou IFN-y (40ng /mL) por 24 horas. O grafico representa a média
+ desvio padréo de cinco experimentos independentemente realizados. A andlise estatistica
foi determinada pelo teste One way ANOVA nao-paramétrico Kruskall-Wallis com mudltiplas
comparacdes e pos - teste de Dunn em que (*) significa p<0,05, (**) p<0,01 e (***) p<0,001.

5.3 Efeito antagbnico do M. leprae viavel e IFN-y nos metabdlitos finais da via

das quinureninas

Visto que ndo somente a avaliacao da ativacao da via das quinureninas, como
também o deslocamento do balanco metabdlico é fundamental em estudos sobre
neurodegeneracdo (Bonda et al.,2010; Heng et al.,2009; Guillemin et al., 2005; Veen
et al., 2016; Sathyasaikumar et al., 2001; Rojewska et al., 2018), fomos avaliar a
presenca dos metabolitos acido quinurénico (KYNA) e &cido quinolinico (QUINA), dois
produtos centrais e antagdnicos na via das quinureninas, nas células de Schwann da

linhagem ST88-14 frente aos diferentes estimulos.
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A avaliacao da concentracéo intracelular dos metabolitos foi realizada através
de imunofluorescéncia em células estimuladas/infectadas ou ndo com M. leprae
(Figura 16). Conforme demonstrado na Figura 16, ndo é possivel observar diferenca
no padréo da marcacéao intracelular para ambos os metabdlitos entre o controle nao
estimulado e as células estimuladas/infectadas com M. leprae.




Figura 16 - Avaliacao intracelular de KYNA e QUINA em células estimuladas/infectadas
com M. leprae é semelhante aos controles.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram plaqueadas (7x10%) e
estimuladas/infectadas ou ndo com M. leprae (MLv, 50: 1) e M. leprae morto (MLm, 50ug/mL)
marcado em verde com PKH por 24h. Apos esse periodo, as células foram marcadas com
anticorpo anti-KYNA e anti-QUINA (em vermelho, Alexa Fluor 568) e a marcagdo com DAPI
(em azul) foi utilizada para visualizar o ndcleo das células. Imagens representativas de 3
experimento independentes. As setas brancas indicam as células infectadas com M. leprae.
As imagens foram obtidas usando o microscopio confocal LSM 510-META (Zeiss) O tamanho
de 50 uym se aplica a barra de escala das imagens. NE = Controle ndo estimulado

Em seguida, fomos avaliar a concentracdo dos metabdlitos no sobrenadante
das culturas estimuladas. Para isso, as células foram infectadas ou estimuladas com
M. leprae (MOI 50:1), M. leprae morto (50ug/mL), IFN-y (40ng/mL) e TNF-a (1ng/mL).
Nos casos onde mais de um estimulo foi utilizado, M. leprae viavel ou morto foi
colocado na cultura 30 minutos antes do IFN-y. Apds o periodo de 24h, os
sobrenadantes foram recolhidos e posteriormente utilizados para avaliacdo dos
metabalitos por ELISA (Figura 17).

Conforme observado na Figura 17A, as maiores concentracdes de KYNA foram
observadas nas células infectadas com M. leprae viavel, apresentando um aumento
de 2x em relacdo ao controle ndo estimulado. Ao contrario, as células infectadas com
M. leprae em conjunto com o estimulo de IFN-y apresentaram uma redugao na
concentracdo de KYNA quando comparadas aos estimulos individuais (Figura 17A).

Ja em relacdo a concentracdo de QUINA, houve um aumento significativo em
relacdo ao controle quando as células foram estimuladas com IFN-y ou M. leprae
morto e IFN-y. Em contrapartida, as células estimuladas com M. leprae viavel em
conjunto com IFN-y apresentaram uma reducdo superior a 2x na concentracado de
QUINA em comparacéo ao estimulo apenas do IFN-y e de 3x em relagdo ao estimulo
de M. leprae morto em conjunto com IFN-y, mantendo os valores préximos ao controle

nao estimulado (Figura 17B).
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Figura 17 - M. leprae vidvel aumenta a concentracdo KYNA, enquanto IFN-y aumenta a
concentracdo de QUINA no sobrenadante de células de Schwann.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foram infectadas/estimuladas com M. leprae na
presenca ou ndo de IFN-y (40ng/mL) ou estimuladas com TNF-a (1ng/mL) por 24 horas. A
concentracdo dos metabolitos KYNA (A) e QUINA (B) foi avaliada no sobrenadante de ST88-
14 por ELISA. Os resultados sdo representados pela média + desvio padrdo de cinco
experimentos independentes. A andlise estatistica foi determinada pelo teste One way
ANOVA néo-paramétrico Kruskall-Wallis com mdltiplas comparacdes e pos - teste de Dunn
em que (*) significa p<0,05 e (**) p<0,01.

5.4 Avaliacdo datoxicidade dos metabdlitos da via das quinureninas na célula
de Schwann ST88-14

Visto que M. leprae e IFN-y foram capazes de modular as concentragbes de
KYNA e QUINA em células de Schwann da linhagem ST88-14, e que QUINA bem
como outros metabdlitos da via sdo descritos na literatura como possuindo atividade
neurotoxica (Carvalho et al., 2017), fomos avaliar a toxicidade desses e outros
metabdlitos da via das quinureninas em nosso modelo experimental. Para isso as
células foram incubadas com diferentes concentragbes (62,5uM, 125 uM, 250uM e
500 pM) de acido picolinico (PA), acido quinurénico (KYNA), acido quinolinico
(QUINA) e acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA). Em seguida as células foram marcadas
com o kit de deteccédo de apoptose FITC Anexina V e a marcacéao foi avaliada por

citometria de fluxo (Figura 18).
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A analise da viabilidade celular demonstrou que apenas o acido 3-

hidroxiantranilico causou reducdo na viabilidade das células ST88-14 (Figura 18A).

Como observado na Figura 18B, no ponto mais baixo da curva de concentracéo (62,

HUM) o metabdlito 3-HAA ja reduziu a viabilidade relativa das células em 25%, valor

que fica proximo aos 100% no segundo ponto da curva (125uM) e se mantém nas

concentracbes de 250uM e 500uM. Os demais metabdlitos ndo afetaram de forma

significativa a viabilidade das células da linhagem ST88-14.
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Figura 18 - 3-HAA induz apoptose em células de Schwann humanas.

As células de Schwann da linhagem ST88-14 foi estimulada com as concentracdes indicadas
(UM) de &cido picolinico (PA), acido quinurénico (KYNA), acido quinolinico (QUINA) e acido
3-hidroxiantranilico (3-HAA). Apos 24 h, a apoptose foi avaliada por Anexina V-FITC (eixo x)
e iodeto de propidio (eixo y). (A) Sdo mostrados os dot blots de um experimento representativo
(n = 3). (B) Dados cumulativos de ensaios de viabilidade celular de trés experimentos
independentes. A porcentagens de células viaveis (duplo-negativas) em meio livre de
metabdlitos foram tomadas como referéncia.

5.5 Atividade de IDO1 est4d aumenta no soro de pacientes com neuropa tia

hanseniana

Alteracdes na via das quinureninas tém sido relacionadas a fisiopatologia de
diversos transtornos neurolégicos e doencas inflamatdrias, tais como: depressao,
esquizofrenia, Alzheimer, doenca de Huntington, Parkinson e dor neuropatica (Bonda
et al.,2010; Heng et al.,2009; Guillemin et al., 2005; Veen et al., 2016; Sathyasaikumar
et al., 2001; Rojewska et al., 2018). Com o intuito de observar se IDO1 esta associado
com o dano neural na hanseniase, a atividade enzimatica de IDOL foi avaliada no soro
de pacientes com neuropatia hanseniana e comparada com a atividade da enzima em
amostras de pacientes classificados como outras neuropatias periféricas néo

hansenianas (Figura 19).
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Como descrito na secao material e métodos, utilizamos 74 soros de pacientes
atendidos no Ambulatério Souza Araujo que apresentaram algum tipo de neuropatia.
A analise dos dados demogréficos demonstrou que houve predominio de homens em
relacdo as mulheres em todos os grupos, com 56,5% de homens no grupo de
neuropatias ndo hansenianas, 53,8 % no grupo de neural pura, 91% no grupo
multibacilar em reagéo e 74% de homens no grupo multibacilar em recidiva. A anélise
dos dados clinicos demonstrou que a maioria dos pacientes classificados como
recidiva apresentava algum grau de dor neural (77%), enguanto nos grupos em reacao
e neural pura essa porcentagem foi de 22,2% e 25% respectivamente (Tabela 1). No
grupo com outras neuropatias periféricas, a dor neural estava presente em 47,6% dos
casos (Tabela 2).

Em relacdo a avaliacdo da atividade de IDO1, houve um aumento significativo
nos soros de pacientes com neuropatia hanseniana quando comparados aos soros
de pacientes com outras neuropatias (Figura 19A). No entanto, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os diferentes grupos de pacientes com neuropatia

hanseniana (Figura 19B).
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Figura 19 - Atividade de IDOl1l estd aumentada em pacientes com neuropatia
hanseniana.

(A) Avaliacdo da atividade de IDO1 por HPLC no soro de pacientes classificados como
neuropatias ndo hanseniana (ON) e neuropatia hanseniana (NH) e (B) comparacdo da
atividade de IDO1 no soro de pacientes classificados com neuropatias ndo hanseniana (ON)
e pacientes com as formas Neural Pura (NP), Reacdo e Recidiva utilizando a razéo
quinurenina / triptofano (kyn/trp). Os gréficos representam a média + desvio padrdo de 74
amostras, sendo 23 do grupo ON e 51 do grupo NH (13 NP, 11 Reacédo e 27 Recidiva). A
andlise estatistica foi determinada pelo teste One way ANOVA nao-paramétrico Kruskall-
Wallis com mudltiplas comparagfes e pés - teste de Dunn em que (*) significa p<0,05, (**)
p<0,01, (***) p<0,001 e (****) p<0,0001.
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Em seguida, com o objetivo de correlacionar a atividade de IDO1 com o dano
neural nos pacientes com hanseniase, estes foram classificados de acordo com o tipo
de dano neural determinado através da eletroneuromiografia, em que 1: dano
desmielinizante, 2: axonal, 3: sem resposta sensitiva e, 4. sem resposta sensitiva e
motora. Como observado na Figura 20A houve um aumento significativo da atividade
de IDO1 no soro dos pacientes com dano mais grave, com perda da resposta sensitiva
e motora (4), em relacdo aos pacientes com dano inicial, ou seja, desmielinizante (1).
Além disso, através do teste de correlacdo foi possivel observar a tendéncia de

aumento da atividade de IDO1 com a gravidade do tipo de dano (Figura 20B).
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Figura 20 - Atividade de IDO1 no soro de pacientes com neuropatia hanseniana aumenta
de acordo com a gravidade do dano neural.

(A) Avaliagédo da atividade de IDO1 por HPLC no soro de pacientes classificados de acordo
com o tipo de dano neural em 1: desmielinizante (N: 7), 2: Axonal (N: 8), 3: Sem resposta
sensitiva (N: 8), 4: Sem resposta sensitiva e motora (N: 5) utilizando a razdo quinurenina /
triptofano (kyn/tryp) e (B) correlagdo entre atividade de IDO e tipo de dano neural em pacientes
com hanseniase. A andlise estatistica foi determinada pelo teste One way ANOVA néo-
paramétrico Kruskall-Wallis com multiplas comparacgfes e pos - teste de Dunn (A) e método
de correlacéo de Pearson (B) em que (*) significa p<0,05, (**) p<0,01 e (***) p<0,001.

Também investigamos a associacdo entre atividade de IDO1 e a presenca de
dor neural (Figura 21A), bem como em relacdo a classificacdo do tipo de dor dos
pacientes avaliados (Figura 21B). No entanto, ndo foi observada nenhuma diferenca

no valor médio da atividade de IDO1 entre 0s grupos.
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Figura 21 - Atividade de IDO1 de acordo com a presenca ou ndo de dor neural.

(A) Avaliagdo da atividade de IDO1 por HPLC no soro de pacientes com neuropatia
hanseniana classificados de acordo com a presenca (N: 25) ou ndo (N: 22) de dor neural e
(B) de acordo com a presenca de dor neuropatica (N: 12) ou nociceptiva (N: 4). O grafico
representa a média + desvio padrdo. A analise estatistica foi determinada pelo teste néo-

paramétrico Mann-Whitney.

5.6 Concentracdo de acido quinurénico e quinolinico no soro de pacientes com

neuropatia hanseniana € similar aos controles

Posteriormente a avaliacdo da atividade de IDO1 nos pacientes com neuropatia,
fomos avaliar a concentracdo dos metabdlitos finais da via, KYNA (Figura 22A) e
QUINA (Figura 22B) por ELISA. Foram avaliados 44 soros, dos quais 10 foram de
pacientes classificados como Neural Pura, 10 como multibacilares em reacao, 13
como neuropatias ndo hansenianas, e 11 voluntarios sadios (VS). Como observado
na Figura 22 nenhuma variacdo significativa foi observada entre os grupos para

ambos os metabdlitos (KYNA e QUINA).
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Figura 22 - Concentragdo de KYNA e QUINA em soro de pacientes com neuropatia
hanseniana é similar aos controles.

A concentracdo dos metabolitos KYNA (A) e QUINA (B) foi avaliada no soro de pacientes com
a forma multibacilar em reacdo e neural pura (NP) da hanseniase em comparagdo com
individuos sadios e outras neuropatias nao hansenianas (ON) por ELISA. Os resultados sédo
representados pela média = desvio padrdo. A analise estatistica foi determinada pelo teste
One way ANOVA néao-paramétrico Kruskall-Wallis com multiplas comparacgdes e pés - teste
de Dunn.

Com o intuito de avaliar se ha uma tendéncia de deslocamento na direcao da
producdo de KYNA ou QUINA quando a via esta ativada, fomos avaliar a correlagao
entre atividade de IDO1 e a concentracdo desses metabdlitos no soro de pacientes
com outras neuropatias ndo hansenianas (Figura 23A), neural pura (Figura 23B) e
multibacilar em reacao (Figura 23C). Apesar de nenhuma correlacao significativa, para
ambos os metabalitos, ter sido observada nos grupos ON e Reacéo (Figura 23 A e B),
foi observada uma correlacdo positiva e significativa entre a atividade de IDO1 e a

concentracdo de KYNA em soros de pacientes com a forma neural pura (Figura 23B).
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Figura 23 - A concentracdo de KYNA é diretamente proporcional a atividade de IDO1 em
pacientes do grupo Neural Pura.
Correlacdo entre a atividade de IDO e as concentragfes de KYNA ou QUINA em pacientes
com outras neuropatias ndo hansenianas (A), pacientes com a forma neural pura (B) e
multibacilar em reacéo (C). Os coeficientes de relacdo sdo mostrados nas retas (valores de r),
assim como o nivel de significancia (valores de p). A andlise estatistica foi feita pelo método

de correlacéo de Pearson.
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Também investigamos a associacdo entre as concentracdes de KYNA e QUINA
com a presenca de dor neural nos pacientes com neuropatia hanseniana ou nao
(Figura 24). Como observado na Figura 24A, houve um aumento significativo na
concentracdo de KYNA no soro de pacientes com queixa de dor neural em
comparacao aos pacientes sem dor, independente da etiologia da neuropatia. Em
relacdo as concentracdes de QUINA, nenhuma variacéo foi observada em associacao

a presenca ou nao de dor neural (Figura 24B).

A B
8000 - i 150+
..
— 6000 —_— -
- | |
= E 100- ¢
Fo) ] D
£ 40004 ooloe s
< [ 1] .-. <
P ’1; Z
S S 501
& 2000 n = e}
[ ]
0 0
Dor + - Dor + -

Figura 24 - Concentragdo de KYNA esta aumentada no soro de pacientes com dor neural.
Avaliacdo da concentracdo de KYNA (A) e QUINA (B) no soro de pacientes com neuropatia
(hanseniana ou ndo) classificados de acordo com a presencga ou ndo de dor neural. O gréfico
representa a média + desvio padrdo. A andlise estatistica foi determinada pelo teste nao-

paramétrico Mann-Whitney em que (*) significa p<0,05 e (**) p<0,01.
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6 DISCUSSAO

O dano neural € uma caracteristica central da patogénese da hanseniase. No
entanto, 0s mecanismos que desencadeiam a lesao do nervo periférico em pacientes
com hanseniase permanecem pouco compreendidos. O comprometimento funcional
dos nervos cutaneos é uma caracteristica precoce da doenca, com anormalidades
sensitivas presentes ja nas primeiras lesfes diagnosticadas, resultante de um
processo cronico de degeneracdo e regeneracao das fibras nervosas. Quando nao
interrompido, os resultados finais da infeccdo por M. leprae e da resposta do
hospedeiro nos nervos sdo desmielinizacdo, degeneracédo das fibras nervosas e
fibrose (Scollard, 2008).

Apesar de nao estar claro o quanto a infeccdo das células de Schwann ou o
microambiente inflamat6rio dentro e ao redor dos nervos influenciam no dano nervoso;
acredita-se que as células de Schwann estdo diretamente envolvidas na patogénese
da lesédo nervosa na hanseniase (Scollard et al., 2015). Até pouco tempo, as células
de Schwann eram consideradas células comprometidas exclusivamente com as
funcbes da glia, porém muitos autores tém mostrado cada vez mais a plasticidade
desta célula. Foi demostrada a sua capacidade de transdiferenciacdo em outros tipos
celulares como melandcitos, fibroblastos e miofibroblastos (Petito et al.,2013; Real et
al.,2005), além do processo de desdiferenciacdo em células semelhantes as células
tronco/progenitoras (pSLC) quando infectadas com M. leprae, processo este que
contribui para a disseminagdo do bacilo (Masaki et al., 2013). Estes trabalhos
evidenciam a importancia do estudo da participacao das células de Schwann no dano
neural em pacientes com hanseniase.

O envolvimento de IDO1 na resposta imunoldgica contra o bacilo de Hansen
vem sendo estudado arduamente pelo nosso grupo (De Souza Sales et al., 2011;
Moura et al., 2012; Andrade et al., 2015; Barbosa et al., 2017). Nossos resultados
iniciais demonstraram que pacientes multibacilares apresentam um aumento da
expressdo e atividade de IDO1 em células de lesdo de pele e soro quando
comparados aos pacientes paucibacilares (De Souza Sales et al., 2011; Moura et al.,
2012). Sabe-se que a neuropatia em pacientes multibacilares evolui de forma diversa
a neuropatia em pacientes paucibacilares. Estima-se que 30 a 60% dos pacientes
multibacilares apresentem dano difuso no nervo periférico no momento do

diagndstico, que continua progredindo mesmo apos o uso da PQT e corticosteroides
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(Van Veen et al.,, 2008). A neuropatia no paciente multibacilar evolui de forma
silenciosa e, frequentemente, quando o paciente apresenta os sintomas, ja se
encontra com uma lesao irreversivel. Diversos grupos vém investigando a participacao
de IDO1 e seus metabdlitos em patologias neuro-inflamatérias do sistema nervoso
central (Rojewska et al., 2018; Laumet et al., 2017; Rahman et al., 2018). No entanto,
até o momento, ndo tivemos conhecimento de nenhum trabalho que tenha avaliado o
papel da via das quinureninas em neuropatias periféricas, somente alguns poucos
estudos em modelos experimentais. Assim, no presente estudo fomos avaliar se ha
alguma relacdo entre a atividade sérica de IDO1 em pacientes com hanseniase e 0
dano neural. Em conjunto, nos propusemos a esclarecer se a modulagdo de IDO1
observada em macréfagos também ocorre nas células de Schwann e se, assim como
observado no sistema nervoso central (SNC), essa modulacao esta envolvida no dano
neural na periferia.

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que M. leprae € capaz de
aumentar a expressao e atividade enzimética de IDO1 em mondcitos humanos (De
Souza Sales et al., 2011). No entanto, pouco se sabe sobre a expressao desta enzima
e a modulacao da via das quinureninas em células de Schwann. A fim de analisarmos
se esse padrdo se reproduz nas células de Schwann, realizamos a analise dos dados
de microarranjo depositados no banco de dados “Gene expression. Omnibus”, onde
as células de Schwann humanas primarias foram infectadas com M. leprae. A analise
dos dados demonstrou um aumento na expressao de IDO1 e IDO2, bem como uma
diminuicdo na expressao de AADAT nas células infectadas, sugerindo que M. leprae
€ capaz de induzir a degradacéao do triptofano, na célula de Schwann, através da via
das quinureninas, visto que IDO1 esta up-regulada. Além disso, a diminuicdo da
expressdo de AADAT nas células de Schwann primérias pode ser um indicio de que
M. leprae possa estar levando a um deslocamento do balanco metabdlico,
favorecendo a formacédo de produtos neurotéxicos, como 3-HK, 3-HAA e QUINA, em
detrimento do produto neuroprotetor da via, KYNA, uma vez que AADAT é importante
para a formacao de &cido quinurénico (Moffett & Namboodiri, 2003).

Com o objetivo de validar os dados observados na célula de Schwann primaria,
investigamos a expressao de IDO1 na célula de Schwann humana da linhagem ST88-
14 frente a diferentes estimulos externos considerados indutores de IDO1. Nossos
dados de expressdo proteica demonstraram que M. leprae induziu aumento

significativo na expressao de IDO1 em relagdo ao controle. Interessantemente, esse
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aumento na expressao nao se traduziu em aumento da atividade enziméatica de IDO1
que se manteve em valores préximos ao controle quando as células foram infectadas.

Estudos anteriores demonstraram que pacientes multibacilares que
desenvolvem reacdo reversa apresentam um aumento na producdo de IFN-y em
resposta ao M. leprae, bem como aumento da atividade de IDO1. Uma vez que 0s
episédios reacionais estdo associados a um incremento do dano neural, fomos
investigar se, de modo analogo ao observado em macrofagos (Robinson et al., 2005),
IFN-y e TNF-a sao capazes de induzir a expressao de IDO1 em células de Schwann.
Ao contrério do que foi observado em relacdo a M. leprae, a avaliagdo da expressao
de IDO1 em células estimuladas com IFN-y e TNF-a ndo demonstrou variagao
significativa em relag&o ao controle, no entanto, tais estimulos induziram um aumento
significativo em sua atividade enzimética. Observamos ainda que M. leprae em
associacdo com o IFN-y exerce um forte estimulo na indugéo da atividade enzimatica
de IDO1, sendo ainda mais expressivo nas células estimuladas com M. leprae morto
em comparacdo ao M. leprae viavel. Tais dados sugerem que citocinas proé-
inflamatorias como IFN-y podem ser importantes para induzir o aumento de IDO1
durante o episédio reacional e o bacilo pode desviar para um eixo da via com geracao
de metabdlitos neurotdxicos, contribuindo para o dano neural.

Recentemente, Majumdar e colaboradores (2019) em estudo in vitro de
infeccdo por Toxoplasma gondii mostrou que, apesar de induzir aumento na
expressao génica de IDO1, o parasito é capaz de inibir a atividade de IDO1 levando o
triptofano a ser catabolizado em melatonina. No entanto, na presenca de IFN-y, a via
das quinureninas € ativada, o que prejudica o crescimento do T. gondii. Esse trabalho,
em associagcdo com nossos resultados, sugere que o M. leprae viavel tenha
mecanismos para evitar a ativacdo de IDO1 na célula de Schwann, mecanismo esse
revogado na presencga do IFN-y.

Os metabdlitos KYNA e QUINA séo dois produtos centrais e antagdnicos na via
das quinureninas. O balangco metabdlico entre esses dois produtos tem sido
frequentemente avaliado em trabalhos sobre disturbios neurodegenerativos, bem
como em processos infecciosos com consequéncias neurologicas. Laument e
colaboradores (2017) constataram que o comportamento depressivo observado em
ratos com dor neuropatica esta associado a up-regulacdo da quinurenina 3-
monooxygenase (KMO), enzima chave na metabolizacdo da quinurenina em QUINA.

De forma complementar, foi demonstrado que a inibicdo de KMO é capaz de reduzir
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0os sintomas de dor neuropatica em modelo animal (Rojewska et al.,, 2018).
Paralelamente, estudos em modelos de infec¢cdo por maléaria cerebral, T. gondii, T.
cruzi e HIV, apontam para um aumento da concentracao de QUINA e 3-HK no soro e
liquido cefalorraquidiano, e que este aumento esta associado a um pior prognostico
(Notarangelo et al., 2014; Medana et al., 2003; Knubel et al., 2017; Gelpi et al., 2019).

Nossos dados apontam para um perfil diferente na infeccao por M. leprae. A
avaliacao da concentracdo de KYNA foi maior nas células infectadas com M. leprae,
apresentando um aumento de duas vezes em relacdo ao controle, diferenca essa nao
observada nas células estimuladas com M. leprae morto. Tal efeito foi revertido na
presenca do M. leprae viavel em associacdo com IFN-y, apresentando uma reducao
significativa em relacdo aos estimulos individuais. Em relacdo a concentragdo de
QUINA houve um aumento significativo nas células estimuladas com IFN-y, sendo tal
aumento ainda mais expressivo quando o IFN-y foi associado ao M. leprae morto. Tais
resultados sugerem que, ao contrario dos achados descritos em outras infec¢des, a
infeccdo da célula de Schwann por M. leprae esta associada com o desvio da via das
quinureninas em uma direcdo neuroprotetora, que pode estar contribuindo para a
sobrevivéncia da célula e consequentemente do bacilo. Tal efeito parece ser revertido
na presenca do IFN-y, que individualmente ou em associacdo com M. leprae morto
elevam a concentracdo de QUINA. Tal efeito ndo ocorre na presenca de M. leprae
viavel. Esses achados nos levam a especular que o aumento de IFN-y durante o
episodio reacional contribui para a morte dos bacilos e que a remocéao desses bacilos
mortos leva a ativacdo de uma al¢ca neurotéxica da via das quinureninas, que nao é
ativada pelo bacilo viavel.

Diversas propriedades neuroativas vém sendo atribuidas aos metabdlitos da via
das quinureninas. Enquanto QUINA atua como agonista do receptor N-metil-D-acido
aspartico (NMDA) e pode causar excitotoxicidade neural, KYNA tem um papel
neuroprotetor através de sua atuacdo como antagonista do receptor NMDA. Além
disso, 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) séo potentes
geradores de radicais livres e espécies reativas de oxigénio capazes de causar dano
neural (Carvalho et al., 2017; Stone, 2001). Ja o acido picolinico (PA) apresenta efeito
neuroprotetor e anti-proliferativo no SNC por mecanismos ainda nao conhecidos
(Coggan et al., 2009).

Dessa forma, fomos investigar a toxicidade dos metabdlitos da via, através da

avaliacdo da viabilidade da célula de Schwann estimulada com diferentes
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concentractes de PA, KYNA, QUINA e 3-HAA. Mesmo apresentando um tamanho
amostral pequeno e ndo suficiente para gerar estatistica, nossos dados corroboram
com a literatura, demonstrando que o &cido picolinico e quinurénico ndo influenciam
na viabilidade celular, enquanto 3-HAA induz apoptose mesmo nas concentracdes
mais baixas.

Curiosamente, o &cido quinolinico, bem descrito quanto suas caracteristicas
neurotoxicas através da ativacdo do receptor NMDA, nado foi capaz de reduzir a
viabilidade da célula de Schwann mesmo nas concentracfes mais altas. Entretanto,
Campana e colaboradores (2017) demonstraram em modelo murino que a ativacao
do receptor NMDA em células de Schwann resulta na ativagdo de Akt, ERK1/2 e
outros fatores de sinalizacéo dessa via responsaveis por regular a progresséao do ciclo
celular durante o desenvolvimento, diferenciacéo e mielinizacdo, migracado e mudanca
de fendtipo em resposta ao dano neural. Esse mesmo trabalho demonstrou que a
ativacao do receptor NMDA nas células de Schwann promovem sua migragcdo. Desse
modo, acreditamos que, apesar de QUINA né&o estar interferindo diretamente na
viabilidade da célula de Schwann, esse metabdlito possa estar envolvido em outros
processes como desmielinizacdo e mudanca de fenétipo das células de Schwann.

O diagnéstico tardio da hanseniase acarreta a transmissdo continuada do
bacilo e aumenta o risco de incapacidades permanentes. Este cenario se torna mais
preocupante quando levamos em consideracao os pacientes que ndao desenvolvem
lesBes de pele, com sinais e/ou sintomas estritamente neurais, a chamada hanseniase
neural pura (Agrawal et al., 2005; Rodrigues et al., 2011). Nesses casos, o diagnostico
clinico é um desafio, sendo necessario a utilizacdo de ferramentas que possam
auxiliar o diagnostico como a eletroneuromiografia, baciloscopia, analise
histopatoldgica e biologia molecular (PCR) de amostra de nervo. A biopsia de nervo é
o teste padrdo-ouro para detectar a forma neural pura, porém € um método muito
invasivo, além de exigir patologistas bem treinados para diagnosticar a doenca
corretamente (Rao & Suneetha, 2016).

IDO1 e os metabdlitos da via das quinureninas vém sendo propostos como
possiveis biomarcadores em doencgas associadas a inflamacao e neurodegeneracao,
como em doencas cardiovasculares, Alzheimer e Esclerose lateral amiotrofica (Tan &
Guillemin, 2019; Velpen et al., 2019; Dschietzig et al., 2019; Song et al., 2017). Em
relacdo a hanseniase, De Souza Sales e colaboradores (2011) identificaram um

aumento significativo na razao quinurenina / triptofano no soro de pacientes com a

61



forma multibacilar da doenca. No entanto, ndo encontramos na literatura nenhum
trabalho relacionando a atividade de IDO1 e a forma neural pura da hanseniase ou a
severidade do dano neural.

Nossos resultados demonstram um aumento significativo na atividade de IDO1
em pacientes multibacilares (com ou sem reacao) em relacdo aos individuos com
neuropatias ndo hansenianas, corroborando com dado anterior do Nosso grupo.
Surpreendentemente, também observamos um aumento significativo nos pacientes
com a forma neural pura. E valido ressaltar que todos os pacientes incluidos nesse
estudo apresentavam algum grau de comprometimento neural, sugerindo que a
atividade de IDO1 pode estar relacionada com o dano neurolégico nos pacientes com
hanseniase.

Para confirmar essa hipétese, foi realizada a analise da eletroneuromiografia
dos pacientes com neuropatia hanseniana e os mesmos foram classificados de acordo
com o tipo de dano apresentado. No6s demonstramos pela primeira vez que a atividade
de IDO1 no soro de pacientes com hanseniase apresenta uma correlagdo positiva e
significativa com a severidade do comprometimento neural avaliado pela
eletroneuromiografia, onde os pacientes com perda sensitiva e motora apresentam as
razdes quinurenina / triptofano mais elevadas.

As concentracBes de KYNA e QUINA também foram avaliadas nos soros dos
pacientes com neuropatia hanseniana e comparados com individuos sadios e
pacientes com neuropatias ndo hansenianas, no entanto, ao contrario dos achados
da literatura, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos. Em
decorréncia do tamanho amostral pequeno nao foi possivel realizar a avaliagdo da
concentracdo de KYNA e QUINA em funcédo do tipo de dano neural. No entanto, a
avaliacao da correlacéo entre a concentracdes dos metabdlitos e a atividade de IDO1
mostrou uma associagdo positiva e significativa entre IDO1 e KYNA nos pacientes
com a forma neural pura, indicando que, nesse grupo, quando ativada a via das
quinureninas tende a deslocar na direcao da producéao de KYNA.

Rojewska e colaboradores (2018) demonstraram, em modelo experimental, a
participacdo de QUINA na dor neuropatica. Por outro lado, uma correlagcédo positiva
entre a concentracdo de KYNA e o nivel de dor foi observado no soro e fluido sinovial
de pacientes com artrite reumatoide (Turska et al.,, 2013). Desse modo, fomos

investigar o possivel envolvimento desses metabdlitos na dor neural. Nossos
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resultados demonstraram um aumento significativo da concentracdo de KYNA nos
pacientes com dor neural, independentemente da etiologia da neuropatia.

KYNA é agonista do receptor de hidrocarboneto aril (AhR), bem como
antagonista do receptor NMDA, de modo que propriedades imunomoduladoras e
neuroprotetoras vém sendo atribuidas a esse metabdlito ou seus analogos apos leséao
no SNC (Wirthgen et al., 2018). Elevadas concentragcdes de KYNA vém sendo
relatadas no liquido cefalorraquidiano (LCR) e soro de pacientes com varios distarbios
tais como depressdo, doenca de Huntington, distarbios bipolares, Alzheimer,
Parkinson, esquizofrenia e epilepsia (Olsson et al., 2010; Rézsa et al., 2008; Olsson
et al., 2012; Tan et al., 2012; Linderholm et al., 2010). Apesar disso, 0S mecanismos
envolvidos na associagao de maiores concentra¢des de KYNA e tais transtornos ainda
nao sdo conhecidos. Enquanto alguns trabalhos apontam que KYNA possa ter uma
participacdo ativa na fisiopatologia de tais doencas, outros trabalhos afirmam que tal
aumento possa ser resultado de um mecanismo compensatério do organismo.
Dabrowski e colaboradores (2015) demonstraram, em modelo experimental, que a
infusdo subdural continua de KYNA na medula espinhal de ratos resultou em danos e
perda da bainha de mielina de maneira dose dependente e sugeriram que o bloqueio
prolongado e excessivo dos receptores NMDA possa resultar em destruicdo da
mielina. Tais achados vao de encontro aos resultados de Campana e colaboradores
(2017), que apontam que a antagonizacao do receptor NMDA em células de Schwann
pode resultar em desregulacdo da interacdo glia-axénio e resultar no desenvolvimento

de neuropatias periféricas dolorosas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que M. leprae e as citocinas TNF-a e,
principalmente, IFN-y modulam de forma diferente a via das quinureninas nas células
de Schwann da linhagem ST88-14, tanto em relagcéo a expresséao e atividade de IDO1,
quanto no balanco metabdlico deslocando-o em direcdo as alcas opostas.
Constatamos uma associacao entre a atividade sérica de IDO1 e a gravidade do dano
neural nos pacientes com neuropatia hanseniana e, demonstramos uma associacao
positiva entre IDO1 e KYNA nos pacientes com a forma neural pura da hanseniase.
Obsevamos também um aumento na concentracdo de KYNA em pacientes com dor
neural. No entanto, para a melhor compreenséao do papel dos metabdlitos finais da via
KYNA e QUINA nas neuropatias periféricas, e em particular na hanseniase, faz-se
necessario maiores investigacdes. Nosso estudo teve como objetivo trazer uma
melhor compreenséo da patogénese da lesdo neural em pacientes com hanseniase.
O conhecimento deste processo futuramente nos permitira criar uma base para a
elaboracdo de estratégias e intervencdes para o diagndstico, prevencao e

recuperacao das lesdes neurais nestes pacientes.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados demonstrados nesse estudo, podemos sugerir que

a via das quinureninas € modulada durante o curso clinico da hanseniase e pode

contribuir para o dano neural. As evidéncias aqui encontradas foram:

M. leprae aumenta a expressao proteica de IDO1, mas ndo sua atividade
enzimatica em células de Schwann da linhagem ST88-14 apds 24h de
cultura.

As citocinas pro-inflamatoérias, IFN-y e TNF-q, isoladamente ndo sao
capazes de induzir a expressao proteica de IDO1, no entanto, aumentam
significativamente sua atividade apos 24h de cultura. Além disso, em
associacdo com M. leprae, IFN-y exerce um forte estimulo na inducao da
atividade enzimatica de IDOL1.

M. leprae viadvel induz aumento na concentracdo de KYNA que é
significativamente reduzido na presenca de IFN-y, enquanto IFN-y aumenta
significativamente a concentracdo de QUINA, principalmente quando
associado a M. leprae morto.

Os metabdlitos da via das quinureninas acido picolinico, acido quinurénico
e acido quinolinico nao interferem na viabilidade da célula de Schwann da
linhagem ST88-14, no entanto, o &cido 3-hidroxiantranilico foi capaz de
induzir apoptose em nosso modelo experimental.

Pacientes com neuropatia hanseniana apresentam valores da atividade de
IDO1 no soro significativamente elevados em comparados a pacientes com
neuropatia ndo hanseniana.

Os valores da atividade enzimatica de IDO1 estdo positivamente
correlacionados com a gravidade do dano neural avaliado por
eletroneuromiografia. No entanto, nenhuma associagéo foi observada com
a presenca ou ndo de dor neural.

Os niveis séricos de KYNA e QUINA sao semelhantes em todos 0s grupos
avaliados. No entanto, somente o grupo de pacientes com a forma neural
pura da hanseniase apresentou uma correlacdo positiva na concentracao
de KYNA com a atividade de IDO1.
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