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“Um homem de ciéncia deve pensar no que se dira dele nos
séculos futuros e ndo nos insultos ou elogios que recebe
em vida. O verdadeiro sabio tem um sé dever e uma unica
tarefa: procurar aquilo que existe, sem se importar com 0s
outros”.

Louis Pasteur



“Aos animais utilizados nos experimentos de
pesquisa, que olham guestionando o que ocorre,
que sentem medo e ndo compreendem, que ndo
entendem a dor, a perda da liberdade e que
lambem as méos do algoz confundindo-o com um
amigo”’.

Dedico este trabalho.

Vi
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruno Jorge de Andrade Silva

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica que pode se manifestar em diferentes formas clinicas e ha
evidéncias de que o estabelecimento das diferentes formas clinicas seja direcionado por mecanismos inatos da
resposta imune. Os macréfagos de pacientes tuberculdides (BT) e lepromatosos (LL) parecem ter um
comportamento diferente em relacdo a bactéria. Enquanto nos pacientes LL sdo encontrados macroéfagos
altamente parasitados, em BT poucos ou raros bacilos sdo encontrados. O IFNy é capaz de ativar diversos
mecanismos microbicidas nos macrofagos, entre eles a autofagia. Estudos de microscopia eletr6nica
demonstraram a presenca de fagossomos com dupla membrana em macréfagos expostos ao M. leprae, o que
sugere um possivel envolvimento da autofagia na modulagdo da resposta. No presente estudo foi avaliado o
papel da autofagia na resposta imune ao M. leprae através de estudos utilizando a linhagem monocitica THP-
1, mondcitos de individuos saudaveis e macrdéfagos de pacientes LL e BT. A analise ultraestrutural de lesdes
de pele de pacientes LL e BT mostrou haver um nimero maior de autofagossomos em células de lesdo de
paciente BT quando comparado aos de LL e tecido normal. A andlise por imunoperoxidase ou Western
blotting revelou uma maior expressdo tecidual do marcador de autofagossomos LC3 nos pacientes BT,
quando comparados aos LL. Adicionalmente, foi observado um aumento na expressdo de LC3 em macréfagos
obtidos ex vivo de paciente BT, na presenga ou ndo de IFNy. A estimulagdo com o M. leprae foi capaz de
induzir a autofagia nos macrofagos THP-1, mas ndo de forma dose dependente. O tratamento com IFNy em
celulas previamente estimuladas com o M. leprae foi capaz de aumentar a expressdo de LC3 em relacdo aos
estimulos sozinhos, ou ao controle, em mondcitos e macréfagos THP-1. O pré-tratamento com os inibidores
autofagicos wortmanina ou 3-metiladenina foi capaz de reduzir a expressdo de LC3 induzida por IFNy. O
IFNy promoveu a co-localizagdo M. leprae-LC3 nos macro6fagos, mas ndo na presenca da wortmanina. Em
adi¢do, na presenga de ambos IFNy e M. leprae, houve uma maior expressdo de Atg3, a enzima responsavel
pela lipidagdo de LC3. A induc¢io de autofagia com IFNy foi capaz de aumentar a secregio das citocinas pro-
inflamatorias 1L-6, 1L-12p40 e TNF em macréfagos THP-1. O IFNy, em células previamente estimuladas
com o M. leprae, foi capaz de aumentar a secre¢do de IL-15 em relacdo aos estimulos sozinhos ou ao
controle, mas ndo a secrecdo de 1L-10. O blogueio da autofagia com 3-metiladenina levou & reducéo dos
niveis de IL-15 em resposta ao estimulo com IFNy e M. leprae, mas também n&o afetou a producdo de IL-10.
Adicionalmente, o tratamento com IFNy foi capaz de reduzir o percentual de associagdo do M. leprae aos
macréfagos THP-1. Em conjunto, esses dados indicam que em macro6fagos estimulados com M. leprae, a
citocina IFNy induz a produgéo de citocinas pro-inflamatorias, entre elas a 1L-15, que contribuem para o
aumento da atividade microbicida da célula hospedeira através da indugdo de autofagia. Tais achados podem
contribuir para a maior compreensdo dos mecanismos associados a imunopatogénese da hanseniase.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruno Jorge de Andrade Silva

Leprosy is a chronic infectious disease that can present different clinical forms and there is evidence that the
establishment of different clinical forms is driven by host innate mechanisms. Macrophages from tuberculoid
(BT) and lepromatous (LL) patients seem to have a different behavior in relation to the bacteria. While in LL
patients there are highly infected macrophages, in BT rare or few bacilli are found. IFNy can activate various
microbicidal mechanisms in macrophages, including autophagy. Electron microscopy studies showed the
presence of phagosomes with double membrane in macrophages exposed to M. leprae, suggesting a possible
involvement of autophagy in the immunomodulatory response. In the present study we evaluated the role of
autophagy in the immune response to M. leprae through studies using the THP-1 monocytic cell line and
monocytes from healthy subjects and LL and BT macrophages. Ultrastructural analysis of skin lesions of LL
and BT patients showed a higher number of autophagosomes in cells from skin lesions of BT patient
compared to LL patient or normal tissue. Immunoperoxidase or Western blotting analysis revealed a greater
tissue expression of the autophagosome marker LC3 in BT patients when compared with LL. Additionally,
there was an increase on LC3-punctae expression in ex vivo macrophages from BT patient, in the presence or
absence of IFNy. M. leprae stimulation induced autophagy in THP-1 macrophages but not in a dose
dependent manner. IFNy treatment in M. leprae-stimulated cells increased LC3-punctae expression
compared with stimuli alone or non-stimulated monocytes and THP-1 macrophages. The pre-treatment with
autophagic inhibitors wortmannin or 3-methyladenine was able to reduce IFNy-induced LC3 expression.
IFNy treatment promotes M. leprae-LC3 colocalization in THP-1 macrophages, but did not in the presence of
wortmannin. In addition, in the presence of both IFNy and M. leprae, there was a higher expression of Atg3,
the enzyme responsible for LC3 lipidation. Autophagy induction with IFNy increased the secretion of
proinflammatory cytokines IL-6, IL-12p40 and TNF in THP-1 macrophages. IFNy treatment in M. leprae-
stimulated cells was able to increase IL-15 secretion in relation to non-stimulated cells, but not IL-10.
Autophagic blockage by 3-methyladenine led to decreased IL-15 levels in response to stimulation with IFNy
and M. leprae, but did not affect the IL-10 production. In addition, IFNy treatment led to reduction on
macrophage-M. leprae association. Together, these data indicate that in M. leprae-stimulated macrophages,
IFNy induces the production of proinflammatory cytokines including IL-15, which contribute to host cell
increase in microbicidal activity by autophagy induction. These findings may contribute to a better
understanding of the mechanisms associated with leprosy immunopathogenesis.
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1. Introducéo

1.1. A Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente a pele e 0s
nervos periféricos (Lockwood 2004). A rota de transmissdo da hanseniase ainda ndo esta
definitivamente comprovada, mas acredita-se que seja através das vias respiratdrias, embora
ndo seja descartada a possibilidade de infeccdo via lesbes de pele. Porém, 6rgdos internos
podem ser afetados quando a enfermidade ndo é controlada (Jopling 1982). A doenca
apresenta um longo periodo de incubacao e as primeiras manifestacfes clinicas podem ocorrer
entre dois a dez anos ap0s a infeccdo. O Mycobacterium leprae (ML) tem alta infectividade e
baixa patogenicidade, isto é, infecta muitas pessoas, no entanto, s6 poucas adoecem. Acredita-
se que mais de 90% da populacéo seja resistente a infeccdo pelo ML e ndo apresente sintomas
clinicamente detectaveis (Godal et al. 1972).

1.1.1. Agente Etiologico

O ML (Figura 1.1), agente causador da hanseniase, € um patdgeno intracelular
obrigatorio que infecta predominantemente macréfagos e células de Schwann (CS) (Bloom
1986). Possui a forma de um bastonete reto ou ligeiramente encurvado de 1,5 a 8,0 um de
comprimento por 0,2 a 0,5 um de largura. Cora-se em vermelho pela fucsina e ndo se descora
pela lavagem com alcool &cido, sendo portanto um bacilo alcool-acido resistente (BAAR)
(Rees 1984). E uma bactéria de crescimento lento, fazendo uma divis&o binaria a cada 12-14
dias (WHO 1987). Compartilha algumas caracteristicas com outras micobactérias como a
abundancia de lipidios na forma de &cidos micdlicos (&cidos graxos de elevado peso
molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em sua parede celular. Além disso, mais
externamente estdo localizados glicolipideos, como o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1),
encontrado exclusivamente no ML. Sua estrutura € composta de um trissacarideo, fenol,
fitiocerol e de &cido micoseossidico (Hunter & Brennan 1981). Estudos anteriores ja
mostraram que o PGL-1 pode ser encontrado em tecidos, no sangue circulante e na urina de
doentes multibacilares, possibilitando sua utilizacdo no diagnostico da hanseniase (Cho et al.
1983). Além disso, ele também foi detectado em tatus infectados com o ML (Hunter et al.

1985). Este antigeno ndo apresenta reacdo cruzada com M. tuberculosis (Mtb) ou outras



microbactérias e estimula uma potente resposta de anticorpos da classe IgM, que é
proporcional a carga bacteriana nos pacientes (Cho et al. 1983).

¢ ®» 4

‘ & R ( Figura 1.1: Fotomicrografia de lesdo de pele de um
‘ . P - paciente multibacilar, mostrando os bacilos corados em
’ ® oy e ' vermelho (setas) e as células coradas em azul. Fonte:
#0" =3 _._%K ', Universidade de Stanford

b . 80 A 5. <http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005
A "“ r /Leprosy/bio.htm>. Acesso em: 20 dez. 2011.

Desde sua descoberta em 1873 por Armauer Hansen, todas as tentativas para cultivar
este microorganismo falharam (Hansen 1874). Entretanto, em 1962 foi demonstrado por
Shepard que o coxim plantar de camundongos infectados com 10° a 10* bacilos promovia
uma lesdo localizada de hanseniase durante 9 a 12 meses (Shepard 1962). Outra fonte de ML
utilizada para estudos é o tatu nove bandas (Dasypus novencinctus). Ele permite o
crescimento do bacilo de forma disseminada durante 18 a 24 meses comprometendo pele,
nervos periféricos, medula 6ssea, figado, baco, linfonodos, pulmdes, meninges e olhos. Apds
a purificacdo, os bacilos podem ser usados vivos por até uma semana ou letalmente irradiados
(Kirchheimer & Storrs 1971).

O genoma do ML foi completamente sequenciado em 2001 e gerou grande expectativa
sobre o conhecimento de sua funcionalidade na patogenia da hanseniase. Apenas 49,5% do
genoma do ML (1.605 genes) contém genes que codificam proteinas, sendo o restante
constituido de pseudogenes ou genes degenerados (Cole et al. 2001). Quando comparado ao
Mtb, percebe-se a perda de um grande nimero de genes pelo ML, muitos dos quais seriam
importantes para o crescimento e reproducdo bacteriana, o que poderia explicar o seu longo

tempo de geracdo e sua incapacidade de multiplicacdo in vitro (Vissa & Brennan 2001).

1.1.2. Epidemiologia

A hanseniase € a principal causa de incapacidade fisica permanente dentre as doencas

infecto-contagiosas. A maneira mais eficaz de prevenir as complicagdes decorrentes da
2


http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005/Leprosy/bio.htm
http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005/Leprosy/bio.htm
http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005/Leprosy/bio.htm

hanseniase se da através do diagnostico e tratamento precoce dos casos, antes de ocorrerem
lesBes nervosas. A doenca e as deformidades a ela associadas sdo responséveis pelo estigma
social e pela discriminacdo contra os pacientes e suas familias em muitas sociedades. A
erradicacdo da doenga, porém, parece distante, pelo menos em alguns paises. No Brasil, em
2007, a doenga teve taxa de deteccdo de 2,3 novos casos a cada 10 mil habitantes, bem abaixo
dos 19,5 casos de 1990 e dos 4,52 casos de 2004, mas ainda quase trés vezes maior que 0
indice aceito pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), de menos de um caso a cada 10 mil
habitantes. O pais € responsavel por 90% dos casos no continente americano e continua em
primeiro lugar na classificagdo mundial de novos casos por 100 mil habitantes (Machado
2008, WHO 2008).

Outro indicador relevante é a propor¢do de criangas entre 0s novos casos detectados.
No ano de 2006, o Brasil apresentou um coeficiente de deteccdo em menores de 15 anos de
0,70/10.000 habitantes, considerado muito alto segundo os pardmetros nacionais (1,0 a
0,5/10.000 habitantes). No estado de Rio de Janeiro, neste mesmo ano, este coeficiente foi de
0,40/10.000 habitantes, considerado alto segundo os parametros estaduais (0,5 a 0,25/10.000
habitantes). A deteccdo da doenga em menores de quinze anos € indicador de alta

endemicidade e de transmissdo recente da infeccdo (Machado 2008).

Estima-se a ocorréncia de £ 200 mil casos de hanseniase em todo o mundo e que
sejam registrados 250.000 novos casos por ano (Britton & Lockwood 2004, Rodrigues &
Lockwood 2011). A prevaléncia global de hanseniase no primeiro trimestre de 2011 foi de
192.246 casos e 228.474 novos casos foram detectados durante o ano de 2010 (WHO 2011a).
No Brasil foram detectados 34.894 novos casos em 2010, a menor taxa de incidéncia dos
altimos 6 anos, mostrando uma reducdo de quase 15.000 casos quando comparado ao ano de
2004. Em 2011 foram detectados 29.761 casos no Brasil até o final do primeiro trimestre
(WHO 2011a). india, Brasil, Indonésia, Suddo, Madagascar, Mocambique, Nepal entre outros
sdo o0s paises mais endémicos do globo, sendo responsaveis por 83% dos casos registrados e
95% dos casos novos no mundo (Britton & Lockwood 2004, WHO 2011a). No Brasil, 0s
estados das regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste detém o maior nimero de doentes. Em
alguns municipios do estado do Maranhdo e do Para os indices sdo alarmantes, chegando a 50
casos para cada 10 mil habitantes (Machado 2008). As taxas de prevaléncia de hanseniase em

niveis mundiais sdo mostradas na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Taxas de prevaléncia de hanseniase no mundo. Dados notificados a OMS a
partir do inicio de janeiro de 2011. Fonte: adaptado de WHO 2011a.

Desde 1982 quando a multidrogaterapia (MDT) foi introduzida, observou-se uma
reducdo significativa da prevaléncia da hanseniase, com cerca de 85% de cura. Em conjunto,
mais de 14,5 milhdes de pacientes foram curados através da MDT e cerca de 2 milhdes de
pacientes ndo chegaram a desenvolver incapacidades fisicas. No entanto, 0 nUmero de casos
globais ainda tem se mantido alto e, a OMS tem atribuido essa baixa reducéo a varios fatores,
como os esforgos na deteccdo de novos casos, a alta transmissao em certas areas onde existam
pacientes assintomaticos, porém transmissores da doenca, resisténcia aos antimicrobianos, ou
ainda a reincidéncia de casos tratados (WHO 2008, Rodrigues & Lockwood 2011).

1.1.3. Aspectos clinicos

A hanseniase se manifesta segundo um espectro de formas clinicas resultante do grau
de resposta imune celular desenvolvida por cada individuo contra o ML. Portanto, a
classificacdo correta dos pacientes € de extrema importancia para determinar o tratamento

adequado da doenca.

Existem dois sistemas principais utilizados para classificar o0s pacientes com
hanseniase. De acordo com Ridley e Jopling (1966), os pacientes com hanseniase séo

classificados em cinco subgrupos de acordo com os critérios clinicos, bacterioldgicos e,
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principalmente, imunologicos e histopatolégicos. Em um pélo desse espectro clinico séo
encontrados os pacientes tuberculoides (TT), que na maioria das vezes desenvolvem apenas
uma lesdo com pequeno numero de bactérias. Estes pacientes apresentam baixos niveis de
anticorpos especificos, mas resposta imune celular eficiente, que € responsavel pela restrigdo
do crescimento do patdégeno. No outro pélo, os pacientes lepromatosos (LL) apresentam
doenca disseminada, com inimeras lesdes contendo um alto nimero de bactérias. Estes
pacientes apresentam altos niveis de anticorpos e auséncia de resposta imune celular
detectavel. Além das formas polares, existem formas intermedidrias denominadas
“borderline”: “borderline” tuberculoide (BT), “borderline borderline” (BB) e “borderline”
lepromatosa (BL). Nestes casos, a resposta imune celular ¢ maior de acordo com a
proximidade ao pdélo tuberculoide. A medida padrdo da imunidade mediada por células ao
patdgeno € a reacdo de Mitsuda, uma reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio (tipo IV ou
mediada por células), que é avaliada apds uma injecdo intradérmica de bacilos mortos
aplicada nos pacientes, cuja duracdo é medida ap6s 3 a 4 semanas (Narayan et al. 2001). O
teste de Mitsuda é positivo quando forma-se infiltracdo nodular maior que 5 mm de didmetro
ou quando o infiltrado ulcera e, € negativo quando ha auséncia de reacdo. A outra
classificagdo bem mais simplificada, a de 1982 da OMS (WHO 1982), tem como base o
indice baciloscopico (IB) ou o nimero de lesdes. Sdo considerados pacientes paucibacilares
(PB) aqueles com até cinco lesdes ou IB=0 e multibacilares (MB) aqueles com mais de 6
lesbes ou IB>0. Na classificacdo de Ridley e Jopling, pacientes paucibacilares incluem
pacientes TT e BT, enquanto pacientes multibacilares incluem pacientes BB, BL e LL (Figura
1.3) (WHO 1987).

Existe ainda outra classificacdo muito utilizada na pratica clinica, a de 1953, de Madri.
Esta também leva em conta as caracteristicas clinicas da doenca, acrescidas dos aspectos
bacteriolégicos, imunoldgicos e histoldgicos da hanseniase, definindo assim os grupos polares
tuberculoide e virchoviano (ou lepromatoso), a forma indeterminada e o grupo instavel e

intermediéario, a forma dimorfa (Languillon & Carayon 1986).

A manifestacdo inicial da doenca pode ser a forma clinica indeterminada, onde a
resposta do hospedeiro é insuficientemente diferenciada para permitir classificacdo. Esta pode
evoluir para cura espontanea ou desenvolver aspectos clinicos da doenca estabelecida dentro
do espectro, dependendo da sua capacidade em montar uma resposta imune celular contra o
ML. Normalmente, pessoas com Mitsuda positivo tendem a desenvolver a forma tuberculoide
e as pessoas com Mitsuda negativo tém maior probabilidade de desenvolver a forma clinica

lepromatosa. O tratamento dos pacientes com hanseniase € realizado com a MDT. Para
5



pacientes multibacilares, cujo tratamento dura um ano, séo utilizados rifampicina (600 mg,
uma dose por més), clofazimina (300 mg, uma dose por més e 50 mg por dia) e dapsona (100
mg por dia). Para pacientes paucibacilares, somente rifampicina e dapsona sdo empregados
por um periodo de seis meses (Hastings 1998).

Outra caracteristica marcante da hanseniase é o desenvolvimento de episddios
reacionais. Estes episddios podem ser definidos como manifestagdes clinicas resultantes de
alteracbes no balango imunoldgico entre o hospedeiro e o agente infectante, 0 ML. Esses
episodios agudos, que afetam principalmente pele e nervos, sdo a principal causa de
morbidade e incapacidade das fun¢des dos nervos periféricos. Os episddios reacionais podem
se apresentar durante o curso natural da doenga, durante o tratamento e até mesmo apds a alta,
quando o paciente é considerado curado (Naafs 1994). Dois tipos de reacfes sdo conhecidos:
a reacdo reversa (RR) ou reacgdo tipo 1, que ocorre nos pacientes “borderline”, e o eritema
nodoso hansénico (ENH) ou reacdo tipo 2, que ocorre nos pacientes multibacilares.
Clinicamente, a RR se manifesta por um aumento do processo inflamatério nas lesdes de pele,
nervo ou ambas, bem como pelo aparecimento de novas lesbes (Jih et al. 2002). Além disso,
edema nas méaos, pés e face também podem ser uma caracteristica da reagdo, mas sintomas
sistémicos, como febre, sdo incomuns. O aumento do processo inflamatério nos nervos
compromete a funcdo nervosa e, se nao for tratada rapida e adequadamente, leva a perda
permanente dessa funcdo, causando neuropatia periférica sensorial e motora. A RR é
frequentemente recorrente e isso pode conduzir a um maior dano nervoso (van Brakel et al.
1994). Além disso, hd um aumento do nimero de receptores de interleucina (IL)-2 (IL-2R)
nas células imunocompetentes, assim como dos niveis de RNAm de IL-1p, fator de necrose
tumoral (TNF), IL-2 e interferon (IFN)y. Entretanto, ha um decréscimo dos niveis de outras
citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-10, dando suporte a hipOtese de aumento de resposta imune

mediada por células (Yamamura et al. 1991).

O ENH é uma complicacdo imunoldgica da hanseniase que acomete cerca de 50% dos
pacientes lepromatosos e 10% dos pacientes “borderline” lepromatosos (Pocaterra et al.
2006). O risco de se desenvolver o ENH é maior quanto maior forem o IB e o infiltrado
inflamatério presentes na lesdo (Manandhar et al. 1999). As lesbes cutaneas podem
apresentar-se como eritematosas, papulas ou ndédulos que podem ser superficiais ou
profundos. Clinicamente, o ENH € caracterizado por sintomas sistémicos, como febre alta,
mal estar, edema da face, méos e pés (Pfaltzgraff & Ramu 1994). A neurite também pode ser
observada nesses pacientes, porém, é muito mais branda do que o observado na RR. Tem sido

mostrado que durante o ENH h& um aumento seletivo na expressdo de RNAm de IL-6, IL-8 e
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IL-10 nas lesBes, assim como aumento dos niveis de citocinas como TNF, 1L-12p70 e IL-
12p40 nas lesdes (Yamamura et al. 1991, Barnes et al. 1992, Singh et al. 1994). Entretanto,
ndo ha consenso sobre o envolvimento da imunidade celular neste tipo de reacdo, a despeito
de terem sido demonstradas células imunocompetentes expressando IL-2R e antigeno
leucocitario humano de classe 11, alelo DR (HLA-DR) nas lesdes, um indicativo da presenca
de IFNy (Modlin et al. 1988, Sampaio & Sarno 1998). A ocorréncia dos episddios reacionais é
considerada uma emergéncia clinica e o tratamento antiinflamatorio precisa ser prontamente
iniciado. Pacientes com RR sdo tratados com esterdides (prednisona a 1,0 mg/kg), enquanto
pacientes ENH séo tratados preferencialmente com talidomida (300 mg/dia) ou pentoxifilina
(400 mg de 8 em 8 horas), associada ou ndo a esterdides (Ustianowski & Lockwood 2003,
Walker et al. 2007). Além da neurite reacional, existe ainda outra forma de comprometimento
neuroldgico na hanseniase, o qual precede o comprometimento dermatolégico, a chamada
forma Neural Pura (Figura 1.3) (Ridley & Jopling 1966, Pinheiro et al. 2011).

Comprometimento Neurologico

sh

Forma
Indeterminada

C "argti Baciiar A

CURA ESPONTANEA m NEURAL PURA

Figura 1.3: Representacdo esquematica do espectro clinico na hanseniase. Relagdo entre
as formas clinicas, reposta imune, carga bacteriana, lesdes de pele e episodios reacionais. TT
— forma tuberculoide; BT — forma “borderline” tuberculoide; BB — forma “borderline
borderline”; BL — forma “borderline” lepromatosa; LL — forma lepromatosa; PB — formas
paucibacilares; MB — formas multibacilares; ENH — eritema nodoso hansénico. Fonte:
prépria.



1.1.4. Resposta imunoldgica na hanseniase

O ML entra provavelmente no organismo através das vias aereas superiores e em
seguida segue para a pele e nervos periféricos através da circulagdo. A resposta imune
especifica desencadeada pela infeccdo pelo ML determina ndo sé o curso da infeccdo, como
as diversas formas clinicas da hanseniase. Embora a imunidade celular e a humoral estejam
simultaneamente ativadas na hanseniase, 0 componente celular assume maior importancia na

eliminacédo bacilar, pois 0 ML é um patogeno intracelular (Sehgal et al. 1989).

Nas formas multibacilares da doenca (LL, BL e BB) os pacientes sdo caracterizados
pela auséncia de imunidade celular especifica contra o ML, levando a uma proliferacdo
bacteriana descontrolada com vérias lesdes e com infiltracdo extensa na pele e nervos. Altos
titulos de anticorpos anti-PGL-1 e contra antigenos proteicos especificos do ML sdo
encontrados nesses pacientes. Eles apresentam um quadro de anergia local e as lesdes sdo
caracterizadas por macrofagos com muitos vacuolos cheios de bacilos, relacio CD4/CD8
invertida (1:2), auséncia de organizacdo e diferenciacdo dos macréfagos para formar
granuloma e atrofia da epiderme (Van Voorhis et al. 1982, Cho et al. 2001). O aspecto
quiescente das lesdes lepromatosas sugere que o microambiente tissular impede a migracao e
0 acumulo de linfocitos, especialmente células T CD4+, visto que os linfocitos do sangue
periférico nestes pacientes mantém uma proporcao de células T CD4:CD8 normal (2:1). Os
mecanismos deletérios nestes pacientes envolvem tanto componentes da resposta imune
celular, quanto da humoral (Van Voorhis et al. 1982, Yamamura et al. 1991, Triccas et al.
1996).

Nas formas paucibacilares da doenca (TT e BT), as lesdes sdo infiltradas
predominantemente por linfocitos T CD4+ que secretam niveis altos de citocinas pro-
inflamatdrias, levando a formacéo de granulomas bem definidos, contendo células epitelidides
e células gigantes multinucleadas do tipo Langerhans que invadem 0s ramos nervosos da
derme (Yamamura et al. 1992, Jullien et al. 1997, Little et al. 2001). No entanto, células com
fendtipo T CD8+ também estdo presentes, mas mantendo uma relacdio CD4/CD8 normal
(Modlin et al. 1986). Ocorre a expressdo de antigenos HLA-DR em queratindcitos
hiperplasiados e presenca de linfocitos intraepiteliais (Modlin & Rea 1988). Além disso,
praticamente nenhum bacilo € encontrado nas lesGes (Yamamura et al. 1992). A proliferacdo
de células T e a producdo de citocinas em resposta a antigenos do ML confirmam a forte
imunidade celular desses pacientes. O teste cutdneo (Mitsuda) nesses pacientes também é
positivo (Garcia et al. 1999, Kim et al. 2001).



O padréo de resposta imune Thl x Th2 na hanseniase foi determinado através da
deteccdo da expressaio de RNAm de citocinas na lesdo de pacientes tuberculoides e
lepromatosos. Os pacientes lepromatosos apresentam um perfil predominante de citocinas do
tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10), havendo também producdo dessas citocinas por células T do
sangue periférico, sugerindo susceptibilidade a doenca, ja que estas citocinas levam a falha na
ativacdo dos macrofagos e ineficacia da resposta imune protetora (Salgame et al. 1991,
Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994a). A IL-10 tem sido detectada em altos niveis
nesses pacientes, mostrando correlagdo positiva com o IB (Moubasher et al. 1998). A IL-4
estimula a producdo de IgE e ambas, IL-4 e IL-10, estimulam células B que inibem a ativacdo
dos macrdfagos resultando em infec¢do progressiva (Modlin 1994). Essa citocina (IL-4)
também é capaz de reduzir a expressdao de CD14 em mondcitos, assim como a producdo de
IL-1B e TNF, bloqueando assim a geracdo de 6xido nitrico (NO), necessario para destruicao
de patogenos intracelulares (Salgame et al. 1991). Em adigéo a IL-4, a IL-13 tem sido incluida
no mecanismo de supressdo de células T na hanseniase, por seus efeitos sobre células B e
macrofagos, similares aos da IL-4. Tem sido demonstrado que apenas clones de células T tipo
2 de lesdes lepromatosas produzem IL-13, sugerindo que essa citocina possa ter um papel na

imunossupressao encontrada nesses pacientes (Sieling & Modlin 19944, b).

A presenca do fator de transformacéo do crescimento (TGF)-B1, um dos mais potentes
fatores imunossupressores enddgenos, foi revelada por imunohistoquimica em lesdes de
pacientes com hanseniase, com grande quantidade de macrofagos positivos para esta proteina
no infiltrado lepromatoso e sua auséncia no granuloma tuberculoide (Goulart et al. 1996,
Goulart et al. 2000). O TGF-B1 tem agao supressora sobre macrofagos, contrapondo os efeitos
do IFNy na ativacdo da atividade antimicrobiana mediada pelo NO e inibindo a producéo de
TNF, podendo assim contribuir para a perpetuacao da infeccdo (Bermudez et al. 1993). Além
disso, ja foi demonstrado que em lesdes de pacientes lepromatosos a expressdo de
cicloxigenase (COX)-2 estd aumentada quando comparada as lesGes de pacientes
tuberculoides (Kiszewski et al. 2003). Esses dados corroboram estudos anteriores que
observaram a liberacdo de mediadores como prostaglandina E2 (PGE>) e IL-10 por mondcitos
de pacientes lepromatosos, mas ndo de pacientes tuberculoides. Tais mediadores contribuiram
para a inibicdo da linfoproliferacdo frente ao ML em individuos sabidamente respondedores a
bactéria. A PGE; inibe a producdo de IL-2 e também de IFNy, citocinas em geral fracamente
expressas nas lesdes lepromatosas, mas importantes para gerar resposta imune especifica
(Misra et al. 1995).



Os pacientes paucibacilares, ao contrério dos lepromatosos, possuem uma intensa
resposta imune celular contra o ML, a qual limita a doenca a poucas e bem definidas lesdes
cuténeas ou nervos lesados (Britton 2004). As lesOes de pacientes tuberculoides apresentam
predominantemente RNAmM de citocinas do tipo Thl (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IFNy e TNF)
em comparacao com as lesdes de pacientes lepromatosos (Arnoldi et al. 1990, Salgame et al.
1991, Yamamura et al. 1991, Sieling et al. 1994, Garcia et al. 1999).

A IL-2 induz a expansdo clonal de células T antigeno-especificas e aumenta a
producdo de IFNy (Kasahara et al. 1983). O IFNy por sua vez ativa 0s macr6fagos, assim
como aumenta a secrecao de citocinas e a producdo de reativos intermediarios do oxigénio e
nitrogénio, estimulando-os a matar ou restringir a proliferacdo de micobactérias e outros
patdgenos intracelulares (Kaplan et al. 1986, Rook et al. 1986, Murray 1994, Raupach &
Kaufmman 2001). Além disso, essa citocina também é responsavel pelo aumento da
expressdo de HLA-DR e da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), que facilitam a
interacdo das células apresentadoras de antigenos (APC) com as células T (Dustin et al.
1988). A abundéncia de IL-2 e IFNy nas lesdes tuberculoides provavelmente contribui para
uma maior resisténcia nesses pacientes, resultando em doenca mais branda ou cura (Modlin
1994). Ao mesmo tempo, a producdo de TNF pelos macréfagos em nivel local, favorece uma
acdo sinérgica autdcrina para manter o macrofago ativado e formar o granuloma, o qual

restringe a disseminacéo do patdgeno (Silva & Foss 1989).

1.2. Interacdo do ML com as células do hospedeiro

1.2.1. Interacdo do ML com as células da resposta imune inata e adaptativa

Os patdgenos intracelulares sobrevivem ao escapar da resposta imune do hospedeiro e
ao acessar suas vias metabolicas de modo a obterem um microambiente favoravel para o seu
crescimento. O ML parece ser uma das micobactérias mais dependentes das vias metabolicas
do hospedeiro, incluindo lipideos (Cruz et al. 2008). Foi demonstrado que o ML multiplica
abundantemente em macro6fagos ricos em colesterol (Kato 1979) e que os lipideos de parede
celular da micobactéria inibem as funcdes dos macrofagos, reduzindo o “burst” oxidativo e a
fagocitose de macréfagos murinos. Além disso, os lipideos de parede do ML parecem

apresentar atividade antiinflamatéria in vivo (Moura et al. 1997).
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A infeccdo com ML leva a alteragcbes na membrana de macréfagos que se refletem na
expressao de moléculas de superficie como os &cidos siélicos. Tais alteracbes de membrana
podem afetar a capacidade microbicida de macréfagos (Agarwal et al. 1986). Um dos
principais receptores responsaveis pelo reconhecimento de lipoproteinas micobacterianas séo
os receptores do tipo “Toll” (TLR) que estdo presentes na superficie de mondcitos,
macréfagos, entre outros tipos celulares (Brightbill et al. 1999). Além disso, esses receptores
também participam da ativacdo do fator nuclear (NF)-xB que modula a transcricdo de varios
genes relacionados a resposta imune (Texereau et al. 2005). No caso do ML, o
reconhecimento pelos TLR parece ocorrer principalmente através do heterodimero TLR2/1
para lipoproteinas triaciladas, levando a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos e células
dendriticas (Krutzik et al. 2005) e pelo heterodimero TLR2/6 para lipoproteinas diaciladas,
ativando uma resposta de citocinas inflamatérias (Montoya & Modlin 2010). A expressdo de
ambos TLR1 e TLR2 foi aumentada preferencialmente em lesdes de pacientes BT quando
comparados aos pacientes LL (Krutzik et al. 2003).

Estudos anteriores demonstraram que celulas T de pacientes LL em combinacdo com
macrofagos de pacientes BT ou de contatos saudaveis, respondem bem ao ML ap0s estimulo
in vitro. Ao contrario, células T de pacientes BT ou contatos saudaveis em combinagdo com
macrofagos de pacientes LL falham em responder, sugerindo que a auséncia de resposta
observada nos pacientes lepromatosos esta associada a deficiente apresentacdo antigénica
pelos macrofagos ou mesmo pela producdo de mediadores capazes de negativamente regular
0 padrdo da resposta imune celular resultante (Hirschberg 1978, Nath et al. 1980). A
proliferacdo celular induzida pelo ML pode ser inibida por fatores supressores presentes no
lisado de macrofagos de pacientes LL. Tal evento ndo é observado em macrdfagos de
pacientes tuberculoides e controles saudaveis (Salgame et al. 1983). Machadevan e Antia
(1980) demonstraram que macrofagos provenientes de pacientes LL apresentam reduzida
sintese proteica, ao contrario do observado em pacientes BT e controles saudaveis. Os
macrofagos de pacientes LL apresentam ainda niveis reduzidos de &cido sialico quando
comparados aos pacientes BT e individuos saudaveis (Agarwal et al. 1986). Cruz e
colaboradores (2008) demonstraram o acumulo de fosfolipideos oxidados derivados do
hospedeiro em lesbes de pacientes LL, sugerindo que a interface existente entre o
metabolismo lipidico no hospedeiro e a imunidade inata contribui para a patogénese da
infeccdo. Uma caracteristica importante dos macréfagos de pacientes LL € a alta quantidade
de lipideos. Recentemente foi demonstrado que o ML é capaz de induzir a formacdo de

corpusculos lipidicos nas CS por um mecanismo dependente de TLR6, mas ndo de TLR2
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(Mattos et al. 2011a, b). No entanto, ambos TLR2 e TLR6 parecem estar envolvidos na
formacdo de corpulsculos lipidicos pelo ML em macréfagos (Mattos et al. 2010). Os
corpusculos lipidicos induzidos pelo ML constituem sitios para a sintese de eicosanoides e
podem ser reguladores criticos na subversdo da resposta imune na hanseniase. Além de
alteracoes fisioldgicas, foram observadas alteracdes morfologicas em macrdéfagos de pacientes
LL e BT. Enquanto os macr6fagos repletos de micobactérias dos pacientes LL s&o
caracterizados por longos processos celulares, os macrdfagos de pacientes BT apresentam
uma aparéncia arredondada e sdo caracterizados por muitos vacuolos intracelulares (Ridley et
al. 1980). No individuo infectado com ML os bacilos podem ser encontrados em uma
variedade de tecidos e tipos celulares (Drutz et al. 1972).

De Souza Sales e colaboradores (2011) demonstraram que macréfagos de pacientes
lepromatosos apresentam elevada expressédo da enzima Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO)
quando comparados aos macrofagos de pacientes tuberculoides, podendo a IDO ser induzida
tanto pelo ML, quanto via IFNy. Esta enzima possui diversas funcfes biologicas e, neste

caso, parece contribuir para a imunossupressao encontrada nos pacientes lepromatosos.

Dagur e colaboradores (2010) demonstraram que o ML interfere com eventos
anteriores e posteriores da interacdo do TCR e CD28 com seus ligantes, resultando em
reducdo na producdo de IL-2 e inibicdo da proliferacdo de células T, o que pode estar
associado a progressao da doenca. O uso combinado de IL-2 e IL-12 recupera a resposta Thl
em linfocitos de pacientes BL e LL, o que sugere que o efeito inibitorio é reversivel (Sieling
& Modlin 19944, de Jong et al. 1997). Um redirecionamento similar da producdo de citocinas
de um perfil Th2 para Thl foi verificado quando células dendriticas apresentam o ML para
células T de pacientes LL (Nath et al. 2000). Em adicdo, Lopez Roa e colaboradores (2008)
demonstraram que em pacientes LL é possivel reverter a baixa producdo de IFNy in vitro com
a adicdo de IL-12/IL-18 exdgenos, mas 0s mecanismos moleculares envolvidos, bem como a

relevancia disso no controle da infeccdo ndao foram descritos.

Através da analise da resposta imune celular em lesbes de pele na hanseniase, classes
adicionais de células T recrutadas para o sitio de infeccdo foram identificadas, incluindo
celulas T expressando receptores yd e um tipo de célula T off duplo negativo (CD4- e CD8-)
(Beckman et al. 1994, Garcia et al. 1997, Porcelli & Modlin 1999). Estas células reconhecem
antigenos ndo proteicos, incluindo o LAM e acido micolico micobacterianos, 0s quais sao
apresentados por moléculas CD1 em APC, independente de MHC de classe | e 1l (Porcelli &
Modlin 1999, Sieling et al. 2005, Torrelles et al. 2011). As proteinas CD1 sdo altamente
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expressas nas células dendriticas nos granulomas dérmicos de pacientes TT, mas 0 mesmo
perfil ndo acontece em lesdes de pacientes lepromatosos, o que sugere que as células T
restritas ao CD1 contribuem para o controle do patdgeno (Sieling et al. 1995, 1999).

Cree e colaboradores (1987) descreveram a presenca de células apoptdticas no
granuloma de lesdes de pacientes lepromatosos e tuberculoides. Posteriormente foi observado
que 56% das bidpsias de pacientes paucibacilares e 20% das biopsias de pacientes
multibacilares apresentavam células em apoptose. Em adicéo, nas lesdes de paucibacilares as
células em apoptose foram identificadas como linfocitos T (Walsh et al. 2004). Outro trabalho
demonstrou que nas lesdes de pacientes paucibacilares o nimero de células CD68"
(macréfagos) em apoptose é maior do que nas leses de pacientes multibacilares (Cruz et al.
2008). Foi ainda demonstrado que células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com hanseniase apresentam elevada apoptose in vitro em resposta ao ML, quando comparadas
aos controles (Gupta et al. 1999). Mediadores como FasL e os membros da familia Bcl-2
podem estar envolvidos na inducdo e/ou manutencdo do processo ativo de morte celular in
vitro. Mustafa e colaboradores (2001) observaram que macrofagos de pacientes com
hanseniase e tuberculose tinham uma alta expressdo de FasL, indicando que infeccdes
micobacterianas podem induzir a expressdo desta molécula em uma populacdo de macrofagos

infectados, fazendo com que eles possam se proteger dos ataques de linfécitos T citotdxicos.

1.2.2. A Fagocitose do ML

Estudos anteriores demonstraram que o ML ¢é internalizado por projecdes
citoplasmaéticas e incorporacdo em um fagossomo, no qual enzimas lisossomais foram
subsequentemente liberadas (Chandi e Job 1978). A fagocitose do ML parece envolver os
receptores de complemento (CR)1, CR3 e CR4, conforme estudo realizado em macréfagos
derivados de mondcitos (Schlesinger & Horwitz 1991). Outro mecanismo envolvido na
entrada da micobactéria na célula é a interacdo do LAM presente na parede celular do ML
com o receptor CD209 dos macrofagos, levando a fagocitose do patdégeno. O CD209 é
abundantemente expresso nos pacientes LL, mas ndo nos BT (Soilleux et al. 2006, Montoya
& Modlin 2010). Em macréfagos de pacientes lepromatosos tratados com citocalasina B, um
inibidor de fagocitose, foi observada uma reducdo na ingestdo de ML morto; no entanto, a

ingestdo de ML viavel pelos macréfagos de pacientes LL ndo foi afetada pela droga (Mistry et

13



al. 1986). A resisténcia do ML a atividade bactericida dos macréfagos parece ser devida a
composicao de parede da micobactéria.

Estudos utilizando o modelo de Mtb demonstraram que esta micobactéria inibe a
maturacdo do fagossomo ao inibir a fusdo com os lisossomos, acidificacdo e exposicdo a
hidrolases lisossomais, mas permite a fusdo com endossomos iniciais contendo transferrina, o
que mantém um meio ambiente favordvel a sua sobrevivéncia (Russell 2001, Deretic et al.
2006). Quando tratados in vitro com IFNy, os macrofagos sdo capazes de reverter o bloqueio
da maturacdo do fagossomo (Schaible et al. 1998, Via et al. 1998). O ML vivo é capaz de
evadir a fusdo lisossomo-fagossomo, pelo menos por 48h (Alves et al. 2004), mas estudos
recentes demonstraram que lisossomos rapidamente fusionam com fagossomos contendo ML
em macrofagos e células dendriticas derivadas de mondcitos (van der Wel et al. 2007). O ML
é protegido por uma zona transparente eletrondensa (ETZ) que parece ser composta por
micosideos (Ryter et al. 1984). Esta camada parece inibir a difusdo de enzimas lisossomais
nos fagossomas e ndo parece requerer a participacdo ativa da bactéria, uma vez que

experimentos utilizando ML morto demonstraram a formagéo de ETZ (Ryter et al. 1984).

O M. bovis BCG (BCG), Mth e 0 ML séo capazes de utilizar a proteina triptofano-
aspartato contendo capa proteica (TACO) do hospedeiro para inibir a fusdo do fagossomo
com o lisossomo, permitindo sua sobrevivéncia nos macrofagos. Estudos recentes sugerem
que a TACO suprime a ativagdo mediada por TLR em macréfagos humanos e que a ativacéo
mediada por TLR2 resulta em supressdo da expressdo de TACO. O ML é capaz de inibir a
supressdo da TACO mediada por TLR2. Uma vez que ambos TLR2 e TACO co-localizam na
membrana fagossomal em les6es dérmicas de pacientes com a forma lepromatosa da doenca,
é possivel que o balanco entre a sinalizacdo via TLR2 e a expressdo de TACO seja um ponto
chave em determinar o destino do ML ap0s a infecgdo (Ferrari et al. 1999, Suzuki et al. 20086,
Tanigawa et al. 2009).

Montoya e colaboradores (2009) descreveram que enquanto a IL-10 induz a via
fagocitica em macrdfagos, levando a expressdo de CD209 e receptores “scavenger”,
resultando na fagocitose da micobactéria e de lipoproteinas oxidadas de baixa densidade; a
IL-15 induz uma via antimicrobiana dependente de vitamina D3. Neste trabalho os autores
especularam que a programacdo para fagocitar e respostas antimicrobianas por macrofagos
sdo distintas e diferencialmente reguladas, uma vez que a via mediada pela IL-10 foi

observada predominantemente em pacientes multibacilares, enquanto que a via
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antimicrobiana mediada pela IL-15 foi observada preferencialmente em pacientes
paucibacilares (Figura 1.4) (Montoya et al. 2009).

Mattos e colaboradores (2011a) demonstraram que corpusculos lipidicos sdo
prontamente recrutados para os fagossomos contendo ML nas CS e que este processo é
dependente da reorganizacdo do citoesqueleto e da sinalizagdo via fosfatidilinositol (PI)3-
quinase (PI3K), o qual pode representar um aspecto fundamental da patogénese bacteriana no

nervo.

Antimicrobiano Fagocitose

Figura 1.4: Modelo de divergéncia dos macrofagos (M®s) na polarizacéo da hanseniase.
No polo tuberculoide (TT), a IL-15 induz peptideos antimicrobianos (PA) por uma via
dependente de vitamina D3 (CYP27b1 converte a forma intracelular 25D3 para a forma ativa
1,25D3, que interage com seu receptor VDR) levando a morte do ML, enquanto no pélo
lepromatoso (LL) a IL-10 induz a expressdo de CD163, CD209 e receptores “scavenger”
(SR), resultando na fagocitose do ML e de lipoproteinas oxidadas de baixa densidade
(oxLDL), favorecendo assim a persisténcia da micobactéria nos M®s. Fonte: adaptado de
Montoya et al. 20009.

1.3. Os Interferons (IFNs)

Os IFNs sdo membros de uma familia multigénica, cujos produtos proteicos sao
potentes citocinas antivirais e imunorregulatérias que sdo produzidas pelas células do sistema
imune, assim como por outros tipos celulares (Nguyen et al. 2000). Os IFNs séo classificados
como IFN do tipo I (IFNa/B) e IFN do tipo II (IFNy), com base no complexo receptor
utilizado para sinalizacdo, assim como na homologia da sequéncia. O IFN do tipo Il
compreende apenas um membro da familia, o IFNy (inicialmente descrito como fator ativador

de macrofagos). Os IFNs do tipo | sdo produtos de uma multifamilia de genes, incluindo 14—
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20 genes de IFNa (dependendo da espécie animal), um gene de IFNP, ¢ os menos
extensivamente estudados IFNe, IFN«k, IFNow, IFNS, IFNt e IFNC (ou limitina, presente
apenas em camundongos). Além dos IFNs dos tipos | e 11, existe ainda uma recente familia de
IFNs do tipo Ill, a IFNA (representada por IL-28 A/B e IL-29), a qual é estruturalmente e
funcionalmente relacionada com a familia de IFNs do tipo I, mas que utiliza um diferente
complexo receptor para sinalizacdo. O IFNC e a familia IFNs Il sdo consideradas citocinas
semelhantes ao IFN (Sen 2001, Malmgaard 2004, Pestka et al. 2004).

Ao contrério dos IFNs do tipo I, que podem ser produzidos por quase todos os tipos de
células nucleadas em cultura (mediante estimulo adequado), a producéo de IFN do tipo Il é
restrita a um estreito grupo de células. O IFNy é produzido principalmente pelas células T
(CD4+ e CD8+) ativadas durante a resposta imune adaptativa, enquanto as células NK e NK
T parecem ser a principal fonte de IFNy durante a resposta inata. No entanto, tem sido
descrito que outros tipos celulares, tais como macrofagos, celulas dendriticas e células Tyd
sdo capazes de produzir IFNy em condigdes especificas (Nguyen et al. 2000, Malmgaard
2004).

Apesar do IFNy também possuir fungdes antivirais, campo em que os IFNa/B
desempenham o principal papel, sua principal funcdo protetora é contra patdgenos
intracelulares que vivem em fagossomos (como ML e Mtb) ou vacuolos (como Toxoplasma
gondii), e tem as células CD4 Thl como principal fonte produtora. O IFNy aumenta a
capacidade microbicida dos macrofagos, os estimulando a matarem os patdgenos localizados
dentro dos fagossomos através da facilitacdo da fusdo do fagossomo-lisossomo e da producéo
de radicais do oxigénio e NO; ele também é capaz de ativar as células T citotoxicas a matarem
as células infectadas. Apesar de conferir defesa contra patdgenos intracelulares, o IFNy
também pode estimular as células B a secretarem subclasses especificas de anticorpos IgG
gue podem revestir 0s patdgenos extracelulares e ativar o sistema complemento (Alberts et al.
2002). Estima-se que o IFNy regule a expressdo de mais de 1.200 genes, enquanto os IFNa/
regulam pelo menos 100 a 300 genes, presumivelmente funcionando os produtos como
mediadores da resposta imune do hospedeiro. Essas proteinas tém funcdes celulares e
moleculares diferentes, mas agem em conjunto para criar uma barreira de defesa do
hospedeiro, que efetivamente impede o estabelecimento de infeccGes produtivas pelos
patdgenos. Varios mediadores imunes induzidos por IFNy sdo conhecidos (Figura 1.5), tais
como NOS2, Nrampl, phox, IDO, e os também induzidos por IFNa/p, PRK e as GTPases das
familias p47, GBP, VLIG (somente por y) € Mx (somente por a, 3 e A) (MacMicking 2004,
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Taylor et al. 2004, Martens & Howard 2006). O IFNy também é capaz de ativar a autofagia
(Gutierrez et al. 2004).
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Figura 1.5: A via de sinaliza¢do através do complexo entre IFNy e seu receptor. (A)
Estrutura cristalografica do complexo entre IFNy e o dominio extracelular da cadeia R1 do
receptor de IFNy soluvel. As duas cadeias simples da forma ativa do homodimero de IFNy
sdo mostradas em azul e vermelho. Cada monomero de IFNy se liga a um receptor soluvel,
mostrados em verde e amarelo. A posicdo da membrana plasmatica seria o final da figura. (B)
Visdo paralela do complexo em relacdo ao eixo de simetria, mostrando os sitios de ligacdo da
cadeia R2 do receptor de IFNy (cabegas de seta). C: carboxi-terminal, N: amino-terminal. (C)
Apos a formacgdo complexo, a via de sinalizacdo Jak/Stat é ativada, ocorrendo a fosforilagcédo
de Statl e translocacdo para nucleo, onde ele se liga ao sitio de ativagdo de INFy (GAS),
ativando os genes induzidos por IFNy. Para a produgdo de GBPs ¢ VLIGs, é necessaria a
producdo do fator regulador de IFN (IRF)-1, que se liga ao elemento de reposta estimulado
por IFN (ISRE), induzindo a expressdo. A producdo de Mxs ¢ induzida através de IFNo/p ou
A, e requer Jak1 ou a tirosina quinase (Tyk)2, em conjunto com Stat1/2 e IRF-9, para formar o
complexo fator génico estimulado por IFN (ISGF)3, que também se liga a ISRE, ativando a
transcricdo. Fonte: adaptado de Bach et al. 1997 (A-B) e MacMicking 2004 (C).
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1.3.1. Papel do IFNy na hanseniase

O IFNy tem sido considerado como potencial tratamento para doengas causadas por
patdgenos virais e ndo virais, através da sua capacidade de aumentar a defesa antimicrobiana
do hospedeiro. O tratamento humano com doses imunoestimulantes de IFNy é seguro, bem
tolerado e estimula os mecanismos antimicrobianos de mondcitos, neutréfilos circulantes e
macrofagos teciduais, além de ativar os macréfagos alveolares, quando da sua administragdo
via aerossdis. Mondcitos de pacientes com cancer, hanseniase e AIDS tratados com IFNy
respondem todos com alteracdo para um fendtipo ativado in vitro e a supressdo da expressao
de HLA-DR em mondcitos de pacientes com trauma pode ser revertida pela terapia com
IFNy. Assim, ele parece ser eficaz como terapia adjuvante para pelo menos uma infeccéo
intracelular disseminada, a leishmaniose visceral e, em conjunto com a terapia convencional,
pode beneficiar pacientes com certas formas de leishmaniose cutanea, infeccdo disseminada
pelo complexo M. avium e hanseniase lepromatosa, alem de ser aprovado para uso como
profilaxia em pacientes com doenca granulomatosa cronica (Murray 1994, 1996). A
associagédo entre uma resposta imune celular intacta, producéo de citocinas chave do tipo Thl
(como IFNY) e a relativa restricdo da infeccdo nos pacientes com hanseniase TT, sugerem que
os pacientes LL poderiam ser imunomodulados pela administracdo direta de IFNy. Assim,
varios estudos tém descrito a resposta benéfica da administracdo intradérmica de IFNy
recombinante humano (rhulFNy) em pacientes com hanseniase LL (Bermudez & Kaplan
1995).

Nathan e colaboradores (1986) demonstraram, em um pequeno estudo piloto
controlado que trés injecdes intradérmicas de 10 pg de rhulFNy induziam uma evidente
hipersensibilidade tardia local, uma reacdo tipicamente ausente nas lesbes LL.
Adicionalmente, a carga de ML em amostras de bidpsias de pele foi reduzida em mais de 10
vezes em varios pacientes. Estes efeitos locais, incluindo a formacdo de granuloma, foram
confirmados em dois estudos maiores, um dos quais demonstrou que apés 2 a 6 injecdes de 10
pg de rhulFNy, havia uma reducdo superior a 10 vezes no IB de ML na area de injecdo, em 16
dos 24 pacientes tratados. Sem nenhum tratamento adicional, durante os proximos 6 meses,
ocorreu uma reducdo de mais de 10 vezes na carga bacilar na maioria dos pacientes em que

amostras adicionais de biopsias foram obtidas (Samuel et al. 1987, Kaplan et al. 1989).

A injecdo intradérmica de rhulFNy por 6 dias em conjunto com MDT, resulta tanto

numa reducdo do nimero de BAAR na pele, no local da injecdo, quanto numa reducdo em
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locais distais, mostrando que o IFNy pode acelerar a eliminagdo do ML em comparagdo com a
MDT sozinha e mudar o padrdo histolégico de lesdo LL para um padrdo semelhante ao TT
(Sampaio et al. 1992, 1996). Outro estudo realizado com pacientes LL, sugeriu que os bacilos
que persistem nos locais que receberam inje¢des intradérmicas de rhulFNy também mostram
viabilidade reduzida (Damasco et al. 1992). Num estudo de hanseniase LL, no qual a terapia
sistémica foi testada, os efeitos antimicrobianos ndo puderam ser medidos com precisdo por
causa dos baixos IBs iniciais. Porém, a injecdo intramuscular de rhulFNy (10 ou 30 pg/dia,
durante 10 dias) claramente induziu evidéncias histoldgicas de uma reposta imune mediada
por células, de longa duracdo, em amostras de bidpsias de pele obtidas a partir de areas

distantes dos locais de injecdo de rhulFNy (Nathan et al. 1990).

Em conformidade com os ensaios clinicos, outros tipos de estudos também tém
demonstrado a importancia do IFNy na hanseniase. A administracdo intradérmica de rhulFNy
em pacientes LL induz um répido influxo local de mondcitos e células T, similar a uma reagdo
de hipersensibilidade tardia, mas faltando a migracéo de células de Langerhans para a derme,
e induz uma grande expressdo de MHC de classe Il na superficie de queratindcitos
epidérmicos (Kaplan et al. 1987a, b, c). Em resposta ao IFNy, queratinocitos sintetizam a
quimiocina IP-10 (ou CXCL10) in vitro, assim como a injecdo de rhulFNy em pacientes LL
induz a expressdo de IP-10 nas lesdes de pele, o que naturalmente s6 é observado nas lesdes
de pacientes TT (Kaplan et al. 1987c). Em adicdo, macrdfagos derivados de mondcitos de
pacientes LL respondem ao rhulFNy com uma secrecdo aumentada de peroxido de hidrogénio
(H203), de forma semelhante as células obtidas de doadores normais, mostrando assim que

esta citocina € capaz de ativar os macrdéfagos LL in vitro (Kaplan et al. 1986).

A estimulacéo in vitro de células aderentes CD14+ provenientes de pacientes LL, com
IFNy ou proteinas de membrana do ML, leva a maiores niveis de RNAmM de IFNyR1 e
IFNYR2, quando comparadas as células de controles saudaveis sob os mesmos estimulos.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na expressdo de IFNyR1 na superficie das
células aderentes de controles saudaveis e pacientes LL. No entanto, a analise da expressdo
proteica de IFNYR2 revelou que as células de controles saudaveis expressam apenas a forma
madura glicosilada de 61-67 kDa desse receptor, enquanto as células de pacientes LL
mostram 3 padrdes diferentes de expressao: (a) a forma imatura deglicosilada de 34.8 kDa, a
forma madura glicosilada de 61-37 kDa, e (c) ambas as formas proteicas do IFNyR2;
independentemente da estimulacdo com IFNy, sugerindo a existéncia de diferencas no

processamento intracelular e na expressdo proteica do receptor de IFNy em células aderentes
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de pacientes LL (Guerrero-Veldzquez et al. 2010). Cardoso e colaboradores (2010)
demonstraram em um estudo de caso-controle que o polimorfismo de base Unica (SNP) no
gene de IFNy, IFNG +874 T>A, mais especificamente no alelo +874 T, é associado com um
efeito protetor para a hanseniase entre os brasileiros. Adicionalmente, a liberagdo espontanea
de IFNy por células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi maior entre os
carreadores do SNP +874 T.

Embora o tratamento de pacientes MB com rhulFNy apresente efeitos benéficos, a
administracdo prolongada dessa citocina pela via intradérmica foi associada com o
desenvolvimento de ENH em 60% dos pacientes (versus 8-15% no tratamento apenas com a
MDT). Essa indugdo de ENH pode ser atenuada através do tratamento desses pacientes com
talidomida, que resulta na redugdo do infiltrado dérmico, dos sintomas tdxicos, dos altos
niveis de TNF, e na eliminacdo das lesbes do estado reacional, diminuindo assim o ENH
(Sampaio et al. 1992, 1993, Bermudez & Kaplan 1995, Sampaio et al. 1996). Assim, apesar
do aparente papel protetor do IFNy, verificado mesmo in vivo, onde diversos autores citam
niveis reduzidos dessa citocina em PBMC de pacientes LL, ndo se sabe por que pacientes TT,
ainda que apresentem resposta celular, com presenca de IFNy, séo incapazes de eliminar

completamente o bacilo.

O IFNYy esta associado ao controle da infeccdo pelo Mtbh por um processo relacionado
a autofagia (Gutierrez et al. 2004). Curiosamente, a via autofagica converge com a via
vitamina D3-catelicidina, a qual é preferencialmente observada na forma paucibacilar da
hanseniase (Krutzik et al. 2008, Montoya et al. 2009). A vitamina D3 induz autofagia via catelicidina
e é requerida para a atividade antimicrobiana mediada pelo IFNy (Yuk et al. 2009, Fabri et al.
2011).

1.4. Autofagia

O termo autofagia (do grego auto para préprio e phagein, significando comer) foi
utilizado na década de 60 por Christian de Duve e se refere a uma série de processos
intracelulares que levam a remocdo de proteinas citosdlicas ou organelas celulares pelos
lisossomos (de Duve & Wattiaux 1966, Klionsky 2008). A autofagia € um processo
homeostatico fundamental que ocorre em todos os sistemas eucaridticos, onde as células

ingerem e digerem porcdes de seu proprio citoplasma para a remocdo ou renovacao
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(Mizushima et al. 2002, Levine & Klionsky 2004). Atualmente a autofagia tem sido descrita
em processos de resposta imune inata e adaptativa (Deretic 2005, Levine & Deretic 2007,
Deretic & Levine 2009, Minz 2009). A autofagia é reconhecida como um sistema
citoplasmatico para a eliminagdo direta de bactérias intracelulares (Gutierrez et al. 2004,
Nakagawa et al. 2004, Deretic 2005), um processo que aumenta a apresentacdo de antigenos
via MHC Il (Paludan et al. 2005) e um sistema antimicrobiano do hospedeiro o qual pode ser
subvertido por adaptacdes bacterianas e virais (Ogawa et al. 2005, Orvedahl et al. 2007,
Gannagé et al. 2009, Kyei et al. 2009).

Existem vérias formas descritas de autofagia, podendo ser seletivas ou ndo seletivas,
diferindo principalmente no tipo de carga e no seu local de sequestracdo. Estas incluem:
macroautofagia, microautofagia, autofagia mediada por chaperonas, micro e macropexofagia,
microautofagia fragmentada do ndcleo, a via citoplasma-para-vactolo alvo (em leveduras),
entre outras (Legakis & Klionsky 2006). A macroautofagia, aqui chamada de autofagia, € o
foco corrente da ateng@o porque este € 0 processo que envolve o seqliestro e o transporte de
regibes completas do citoplasma — incluindo proteinas solUveis e organelas inteiras — com
vacuolos de dupla membrana para o sistema lisossomal com a finalidade de degradacdo (Xie
& Klionsky 2007).

A autofagia € capaz de remover por sequestro e degradacdo (Mizushima et al. 2008),
ou algumas vezes por secre¢do (Duran et al. 2010, Manjithaya et al. 2010) ou extrusdo
(Heynen et al. 1985, Schweers et al. 2007, Taylor et al. 2009), uma ampla gama de
componentes intracelulares que varia de agregados proteicos a organelas, tais como
mitocéndrias. Uma caracteristica da autofagia € que alvos citoplasmaticos séo capturados em
organelas de dupla membrana de origem endomembranosa, denominadas autofagossomos, as
quais subsequentemente maturam em autolisossomos onde a carga capturada € degradada ou
eliminada (Figura 1.6). Entre as fungdes fisiologicas descritas para a autofagia, podemos
destacar: a provisao de energia e aminoacidos para a célula em estresse metabdlico ou mesmo
de privacdo de nutrientes; prevencdo de morte celular ou senescéncia devido ao acimulo de
agregados macromoleculares ou organelas com mau funcionamento e, por fim, o seu
potencial de induzir morte celular (Gozuacik & Kimchi 2004, Kroemer & Levine 2008,
McPhee et al. 2010).
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Figura 1.6: Autofagossomos: estruturas de dupla membrana caracteristicas da
autofagia. (A) A estrutura inicial, o fag6foro (setas) circundando componentes
citoplasmaticos. (B) Autofagossomo envolvendo uma mitocondria e um peroxissomo. (C) Um
autofagossomo (seta) e varios autolisossomos (cabecas de seta), as estruturas finais. Fonte:
adaptado de Florez-McClure et al. 2004 (A), Friend 1994 (B) e Mizushima 2005 (C).

1.4.1. Mecanismo de execuc¢do da autofagia

Trés estdgios morfoldgicos sdo descritos na inducdo de autofagia: (1) iniciacdo
(formacdo de membranas crescentes denominadas fagoforos), (2) alongamento e fechamento
(aumento do tamanho do fagoforo e sua transformacdo em um autofagossomo completo
contendo a carga sequestrada), e (3) maturacdo (conversdo de autofagossomos em organelas
degradativas denominadas autolisossomos pela fusdo com organelas de endossomo (formando
anfissomo) e depois com lisossomos). A via de sinalizacdo do processo autofagico também
pode ser mecanicamente dividida em diferentes etapas: (a) inducdo, (b) selecdo de carga e
empacotamento, (c) nucleacdo da vesicula, (d) expansdo e conclusdo da vesicula, (e)
recuperacdo, (f) alvo, ancoragem e fusdo da vesicula com o lisossomo, e (g) quebra da

membrana interna da vesicula e de seu conteudo (Legakis & Klionsky 2006).

Um regulador chave da autofagia é o alvo da rapamicina nos mamiferos (mTOR),
estando presente em 2 complexos (MTORC)1 e 2. Esta proteina € uma serina/treonina quinase
pertencente a superfamilia de quinases relacionadas a PI13K (PIKK), que regula a proliferacéo

celular e 0 metabolismo em resposta aos fatores de crescimento e demandas nutricionais e
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energéticas. A mTOR estimula processos anabdlicos, enquanto a sua inibicdo aumenta os
processos catabdlicos, incluindo a autofagia. Por exemplo, mTOR se mantém ativada por
fatores de crescimento via Akt (proteina cinase B), resultando na inibicdo da autofagia
(Wullschleger et al. 2006). Ao contrério, o tratamento com rapamicina ou com privacdo de
aminoécidos ou nutrientes leva a inibicdo de mTOR e a indugdo de autofagia. A biogénese do
autofagossomo é controlada por um sistema de conjugacdo composto de mais de 30 genes e
proteinas relacionadas com a autofagia, designados ATG e Atg, respectivamente, identificados
primeiramente em estudos genéticos em leveduras (Klionsky et al. 2003).

Sob condigdes ricas de nutrientes, mMTORC1 suprime o complexo ULK (homélogo de
Atgl, composto por ULK1/2, Atgl3, FIP200, Atg101). Quando a autofagia € induzida, inicia-
se a etapa de nucleacdo e formacdo do autofagossomo através do complexo ULK, que é
ativado e se transloca para um determinado dominio provavelmente do reticulo
endoplasmético (ER). Uma vez no ER, o complexo ULK recruta o complexo PI3K de classe
Il (PI3KC) (Beclin-1 (Atg6), mAtgl4, p150 (VPS15), hVPS34, AMBRAL, UVRAG
(VPS38), Rubicon) ou complexo | para o ER (o recrutamento de Beclin-1 € necessario para a
ativacdo deste complexo, esta proteina forma um complexo com Bcl-2, ficando inibida; para a
ativacdo do complexo a quinase JNK1 fosforila Bcl-2, liberando Beclin-1 para o PI3KC), e
essa regulacdo € promovida por RalB e pelo complexo exocitico contendo Exo84. O PISKC
forma PI3-fosfato, que recruta moléculas efetoras como proteina 1 contendo duplo FYVE
(DFCP1) e dominio de repeticdo WD-interacdo a fosfoinositideo (WIPI)s, promovendo a
formacdo do omegassoma no ER (local de onde o autofagossomo parece ser gerado e onde as
outras Atg sdo montadas). As WIPIs sdo cruciais para a maturacdo/desenvolvimento do
omegassoma em fagoforos (assim como elas, as proteinas VMP1 e Atg9 também estdo
presentes na membrana externa do fagoforo e parecem participar do estagio inicial de
formacdo do autofagossomo). Comeca entdo a etapa de elongamento e fechamento do
fagoforo, que requer dois sistemas de conjugacdo semelhantes a ubiquitina. Inicialmente,
forma-se o conjugado Atgl2-Atg5, produzido pelas enzimas Atg7 e Atgl0 e, por sua vez, esse
conjugado interage com Atgl6L1, formando o complexo Atgl2-Atg5-Atgl6L1 presente na
membrana externa do fag6foro. O segundo sistema de conjugacdo inicia-se com Atg4,
fazendo a conversdo do pro-LC3 (cadeia leve 3 complexada com as proteinas associadas aos
microtibulos 1A e 1B) em LC3-I no citoplasma, depois a Atg7 ativa LC3-I, que € entdo
conjugado ao lipidio fosfatidiletanolamina (PE) pela enzima Atg3 com auxilio do complexo
Atgl12-Atg5-Atgl6Ll, formando sua forma lipidada LC3-11 (ou LC3-PE), que se transloca do

citoplasma principamente para as pontas das membranas interna e externa do fagdéforo.
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Quando a formagdo do autofagossomo é completada, o LC3 presente na membrana externa é
clivado do PE por Atg4, sendo liberado para retornar ao citoplasma, juntamente com a
maioria das outras proteinas Atg que também sdo dissociadas do autofagossomo. Ocorre entéo
a fusdo com o endossomo (formando anfissomo) e depois com o liS0SSOmo por um processo
dependente do complexo Il (hVPS34, Beclin-1 e UVRAG) e de LAMP-2 e Rab7, formando o
autolisossomo, que quebra a membrana interna do autofagossomo e degrada a carga através
das hidrolases lisossomais (Figura 1.7). As macromoléculas resultantes sdo liberadas atraves
de permeases e recicladas no citosol (He & Klionsky 2009, Deretic 2011, Levine et al. 2011,
Mizushima & Komatsu 2011). A autofagia também pode ocorrer por vias independentes de
mMTOR (He & Klionsky 2009, Kumar & Rao 2011) e das proteinas Atg (Nishida et al. 2009).

A origem correta do fagéforo até hoje permanece desconhecida, no entanto, evidéncias
sugerem que membranas adicionais derivadas do complexo de Golgi, mitocondria, membrana
plasmética, membrana nuclear, e de uma area da célula chamada de GERL (Golgi-Reticulo
Endoplasmatico-Lisossomos), possam contribuir para a formacao do autofagossomo (Legakis
& Klionsky 2006, Levine et al. 2011, Mizushima & Komatsu 2011).

A deteccdo e quantificacdo de autofagia por microscopia eletrénica € um método
classico e importante, sendo um dos mais usados, porém pode apresentar muitos artefatos e a
classificagdo morfologica dos compartimentos pode ser problematica (Kirkegaard et al. 2004,
Klionsky et al. 2008). Quando o LC3 (um dos 6 ortélogos humanos do Atg8 de leveduras) é
analisado por microscopia de fluorescéncia, ele mostra dois padrdes diferentes: o LC3-I
apresenta uma fluorescéncia difusa no citoplasma, enquanto LC3-I1 apresenta um padrdo
puntiforme na membrana do autofagossomo ou do fagoforo. O LC3 também pode ser
diferenciado por imunoblotting, sendo considerado um bom marcador para monitorar a
autofagia (Figura 1.8) (Deretic 2006, Mizushima & Yoshimori 2007, Klionsky et al. 2008).
Nas células de mamiferos, a via pode ser inibida através da adicdo dos inibidores
farmacoldgicos 3-metiladenina (3-MA) ou Wortmanina (Wtm) (Tanida et al. 1999, Kabeya et
al. 2000, Kirkegaard et al. 2004).
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Figura 1.7: Modelo esquematico simplificado da autofagia (macroautofagia). (A)
Esquema de inducdo da autofagia através da sinalizacdo via complexos mTOR. As moléculas
ativadoras da autofagia sdo mostradas em cinza, enquanto as inibidoras sdo representadas em
preto. As setas em cinza representam ativacdo, enquanto as barras em preto representam
inibicdo. (B) Esquema do fluxo autofagico, mostrando a formagdo do autofagossomo, fuséo
com o lisossomo e a degradagéo das cargas no autolisossomo. Fonte: adaptado de Esclatine et

al. 2009 (A) e He & Klionsky 2009 (B).
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Figura 1.8: Ensaios de monitoracdo da autofagia através de LC3. Fluorescéncia em
mondcitos mostrando LC3-1 (A) e LC3-11 (B). A autofagia pode ser bloqueada usando 3-MA
(C). Quando a autofagia é induzida, a lipidacdo de LC3 também pode ser monitorada por
imunoblotting, os valores indicam os tempos de inducdo de autofagia (D). Fonte: adaptados
de Yuk et al. 2009 (A-C) e Mizushima & Yoshimori 2007 (D).

1.4.2. A Autofagia e o sistema imune

A autofagia participa de quase todos os aspectos da resposta imune, afetando
mecanismos inatos e adaptativos. Recentemente, foi proposto o termo imunofagia para
descrever tais processos coletivamente (Deretic 2006, 2011). Ha trés tipos de contribuicdo da
autofagia no sistema imune: 1) Processos especializados e que séo realizados em nivel celular
(imunofagia do tipo 1); 2) Homeostasia celular (imunofagia do tipo 2) e 3) O papel nédo

autofagico das proteinas Atg (imunofagia do tipo 3).

1. Processos imunes autofagicos especializados e que sdo realizados ao nivel celular

(imunofagia do tipo 1)

Estdo incluidos aqui o reconhecimento, a captura e a eliminacdo de patdgenos
intracelulares (Dupont et al. 2009, Thurston et al. 2009, Yoshikawa et al. 2009, Zheng et al.
2009, Orvedahl et al. 2010), por um processo denominado xenofagia (Levine 2005), ou
liberacdo de produtos antimicrobianos para nichos intracelulares levando a morte de
patdgenos (Ponpuak et al. 2010). Estes processos contribuem para a ativacdo autofagica de
macrofagos (APMA), o aumento do reconhecimento de produtos microbianos por receptores

da imunidade inata, tais como os receptores do tipo Toll, e 0 aumento da apresentacdo de
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antigenos enddgenos ou ndo, via MHC (Lee et al. 2007, Deretic & Levine 2009, Miinz 2009,
Lee et al. 2010). Tem sido descrito que a autofagia ou os fatores relacionados a autofagia néo
somente ajudam na inducdo e execu¢do da resposta imune inata, mas também limitam essa
resposta e inflamacéo (Jounai et al. 2007, Saitoh et al. 2008, 2009). Assim, de um modo geral,
a autofagia atua como um importante mecanismo homeostatico (Deretic 2011).

Ainda podem ser incluidas outras fungdes da via de autofagia e/ou suas proteinas nos
mecanismos efetores durante infeccdes, e nos mecanismos de resposta inata e adaptativa, tais
como: remocdo de corpos apoptdticos, regulacdo da producdo de citocinas inflamatorias,
regulacdo da producdo de IFNs do tipo I, maturacdo do fagossomo, sele¢do negativa no timo,
desenvolvimento de células B e T, citoprotecdo contra fatores ou toxinas microbianas e
recrutamento de moléculas efetoras imunes para membranas intracelulares (Levine et al.
2011, Mizushima & Komatsu 2011).

A autofagia € um mecanismo efetor posterior a estimulacdo de receptores da
imunidade inata, tais como TLR, receptores do tipo NOD, receptores do tipo RIG-1 (RLR) ou
estimulacdo intracelular por padrdes moleculares associados a perigo (DAMP) (Sanjuan et al.
2007, Yano et al. 2008, Cooney et al. 2010, Shi & Kehrl 2010, Tang et al. 2010, Travassos et
al. 2010).

2. O papel genérico da autofagia na homeostasia celular (imunofagia do tipo 2)

Neste caso a influéncia da autofagia sobre as células imunes é a mesma que sobre 0s
demais tipos celulares. Normalmente, a autofagia esta direcionada como um mecanismo de
manutencdo da viabilidade celular e manutencdo de organelas intracelulares em bom estado.
Alguns tipos celulares sdo mais dependentes de autofagia, como as células T. Estas células
podem recorrer a autofagia para sobrevivéncia quando ha escassez de fatores de crescimento.
Também, quando as células T maturam, a autofagia é o processo envolvido na reducdo
programada no nimero de mitocéndrias que ocorre durante a saida de células T “naive” do
timo (Pua et al. 2007, 2009, Motensen et al. 2010).

3. Papel ndo autofagico das proteinas Atg (imunofagia do tipo 3)

Baseia-se em um conjunto de atividades que refletem a participacdo ndo-autofagica de

um ou mais genes (e seus produtos) de autofagia, como: a inibi¢do da sinalizagdo via quinase
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1 de ligagdo a TANK (TBK1), inibicdo da sinalizagcdo de receptores RLR, e a formacdo de
corpusculos lipidicos (Shibata et al. 2009, 2010, Deretic 2011).

1.4.3. A Autofagia e patologias

A autofagia e 0s genes de autofagia estdo relacionados a um amplo espectro de
doengas humanas, incluindo doenga de Alzheimer (Lee et al. 2010), doenga de Huntington
(Martinez-Vicente et al. 2010), doenca de Parkinson, diabetes (Ebato et al. 2008, Jung et al.
2008, Meijer & Codogno 2008), atrofia muscular e miopatias (Mammucari et al. 2007,
Cuervo 2008, Zhang & Cuervo 2008, Henriques-Pons & Nagaraju 2009, Vergne et al. 2009),
fibrose cistica, hipertrofia cardiaca, obesidade, doenca de Paget, doencas de armazenamento
lisossomal, pancreatite aguda, deficiéncia de al-antitripsina (Mizushima & Komatsu 2011),
com papéis adicionais no figado, em respostas antioxidantes, metabolismo lipidico e cancer
(Hara et al. 2006, Komatsu et al. 2006, 2007, Levine 2007, Singh et al. 2009). A autofagia
tem sido associada através de triagens gendmicas com doencas inflamatérias como a doenca
de Crohn e através de analise genética populacional com susceptibilidade a tuberculose
(Consortium, 2007, Parkes et al. 2007, Intemman et al. 2009).

1.4.4. A Autofagia e os processos infecciosos

Além do papel da autofagia na eliminacdo de agregados proteicos potencialmente
toxicos e na prevencdo contra a neurodegeneracdo (Nixon 2006), a autofagia desempenha um
importante papel na imunidade inata contra patdgenos intracelulares (Deretic 2005, Levine &
Deretic 2007, Schmid & Miinz 2007). Tem sido mostrado que a maquinaria autofagica pode
liberar padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP) para receptores tipo Toll
endossomais (Lee et al. 2007) e recentemente foi demonstrado que diversos PAMP e outros

ligantes de Toll podem induzir autofagia em macréfagos (Delgado et al. 2008).

Estudos anteriores demonstraram a autofagia como um mecanismo importante na
eliminacdo de Mtb, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella Typhimurium, Rickettsia conorii, exotoxina de Vibrio cholerae, Toxoplasma
gondii, Respirovirus (Sendai), entre outros (Gutierrez et al. 2004, Nakagawa et al. 2004,
Kirkegaard et al. 2004, Andrade et al. 2006, Birmingham et al. 2006, Ling et al. 2006, Lee et
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al. 2007, Hussey et al. 2009). Esse processo também parece envolver fatores do hospedeiro,
uma vez que no modelo experimental de infeccdo com Leishmania amazonensis, a indugéo de
autofagia pode tanto controlar como amplificar a replicacdo parasitaria em macréfagos,
dependendo da cepa de camundongo (Pinheiro et al. 2009). Em adi¢do, muitos patégenos
regulam a via da imunofagia para sua sobrevivéncia, escapando da degradagéo ou utilizando
como nicho de replicacdo, entre eles: Listeria monocytogenes, Brucella abortus, Legionella
pneumophila, Coxiella burnetti, Shigella flexneri, Burkholderia pseudomallei, Francisella
tularensis, Anaplasma phagocytophilum, Porphyromonas gingivalis, Chlamydia trachomatis,
L. mexicana, Lentivirus (HIV), Rotavirus, Flavivirus (Dengue), entre outros (Kirkegaard et al.
2004, Hussey et al. 2009, Munz 2009, Li et al. 2011, Ogawa et al. 2011).

Recentemente foi descrito um grupo de receptores de imunidade inata que funcionam
como adaptadores autofagicos e reconhecem microorganismos intracelulares para a
eliminacdo por autofagia. Esses receptores sdo denominados receptores do tipo
sequestrassoma (p62/SQSTM1) (SLR). Os receptores SLR, p62 (Pankiv et al. 2007), NBR1, e
NDP52 desempenham um importante papel na autofagia envolvendo Salmonella,
Streptococcus (Thurston et al. 2009, Zheng et al. 2009), Shigella (Dupont et al. 2009) e
Listeria (Yoshikawa et al. 2009).

Uma funcdo dos SLRs, demonstrada para o p62, € direcionar precursores
citoplasmaticos para a conversao nos lisossomos em produtos antimicrobianos (Ponpuak et al.
2010). O p62 captura proteinas citoplasmaticas indcuas, como ubiquitina ou proteinas
precursoras ribossomais e as direciona para os autofagossomos, onde sdo digeridas em
peptideos com novas atividades biologicas. A carga de peptideos autolisossomais é
direcionada para os fagossomos contendo o microorganismo, onde os fragmentos ribossomais
e ubiquitinados gerados em organelas autofagicas finalmente encontram seus alvos e
expressam as propriedades antimicrobianas que irdo eliminar o patégeno, como descrito no
modelo de Mtb (Ponpuak et al. 2010).

1.4.5. A Autofagia e a regulacdo da sobrevivéncia de micobactérias

A identificacdo da autofagia como um importante fator na determinacdo da infeccédo
micobacteriana esta associada a observacBes anteriores. Enquanto as citocinas pro-
inflamatérias IFNy e TNF promovem a eliminacdo do Mtb, as citocinas antiinflamatorias IL-

4, 1L-10 e IL-13 facilitam a persisténcia da bactéria (Monack et al. 2004, Blaser & Kirschner
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2007). Estudos recentes demonstraram que pelo menos um dos mecanismos efetores das
citocinas pro-inflamatorias ocorre por inducdo de autofagia, enquanto as citocinas
antiinflamatdrias regulam negativamente esse efeito. Sendo assim, enquanto IFNy e TNF
estimulam a autofagia, as citocinas IL-4, IL-10 e I1L-13 inibem (Harris et al. 2007, 2009, Park
et al. 2010).

A autofagia representa uma via adicional para a eliminacdo de patdgenos
intracelulares e este processo é fundamental para determinar a sobrevivéncia do Mtb em
macréfagos. Estudos anteriores demonstraram que tanto a inducdo farmacoldgica quanto a
inducdo fisiolégica da autofagia em macréfagos levam os fagossomos micobacterianos a
maturarem em fagolisossomos, com a consequente degradacdo do patdégeno. A inducédo
imunoldgica de autofagia com IFNy em macréfagos induz o recrutamento de LC3-11 para o
fagossomo micobacteriano, via molécula efetora IRGM/LRG-47 (Figura 1.9) (MacMicking et
al. 2003, Gutierrez et al. 2004, Singh et al. 2006).

Estudos anteriores relataram deficiente internalizacdo do ML na presenca de IFNy
(Schlesinger & Horwitz 1991) e que a interagdo ML—macrofagos leva ao aumento dos niveis
de TNF (Hussain et al. 1999, Hernandez et al. 2003). O TNF é essencial para a formagéo e
manutencdo do granuloma tubercular (Flynn & Chan 2001) e, é secretado em resposta ao M.
bovis BCG e ao Mth. Harris e colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento de
macrofagos infectados com bloqueadores de TNF (adalimumab, infliximab e etanercept), foi
capaz de inibir a maturacdo do fagossomo micobacteriano induzida pelo IFNy. Outros estudos
também relataram a importancia do TNF na modulacdo da autofagia. Na linhagem celular
MCF-7, o TNF induziu autofagia por uma via dependente de Erk1/2 (Sivaprasad & Basu
2008). Esses dados sugerem que os efeitos do IFNy sobre a maturacdo de fagossomos em

macrofagos parecem ser dependentes da secrecdo autocrina de TNF.

A analise funcional de 44 genes do hospedeiro associados a regulacdo da autofagia
demonstrou que mesmo apos o estabelecimento da infeccdo, a persisténcia do Mtb na célula
hospedeira estd relacionada a sua capacidade de manter as vias de ativacdo de autofagia
controladas. O reconhecimento de que a persisténcia de micobactérias virulentas em
macrofagos infectados se correlaciona com a capacidade de sustentar a inibicdo de processos
de inducdo de autofagia tem um grande impacto sobre a nossa compreensao global sobre a
infeccdo com Mtb (Kumar et al. 2010, Kumar & Rao 2011).
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Figura 1.9: Autofagia no modelo de tuberculose. (A-C) Autofagossomos contendo Mtb
(setas), podendo ser observada (A) uma estrutura semelhante a figuras de mielina (membranas
concéntricas) tipica da autofagia. (D) Modelo esquematico da indugao de autofagia por IFNy,
que requer a molécula efetora IRGM, que por sua vez ativa a autofagia. Assim, o fagossomo
contendo Mtb € englobado pelo autofagossomo (AF), que se funde com o lisossomo,
degradando o Mth. O IFNy também pode mediar a morte de Mtb através de Nrampl, que é
expresso na membrana do fagossomo e é capaz de de sequestrar o ferro (Fe,"), impedindo a
captacdo pelo Mtb. Fonte: adaptado de Yuk et al. 2009 (A-C) e Saiga et al. 2011 (D).

Foi descrito que o Mtb induz a supressao da autofagia, o que resulta em acumulo de
lipideos (Neyrolles et al. 2006, Singh et al. 2009, Kumar & Rao 2011). Estudos recentes
demonstraram que os fagossomos contendo as micobactérias migram na direcdo de
corpusculos lipidicos e que isso resulta no engolfamento do bacilo em particulas lipidicas (de
Chastellier 2009, de Chastellier et al., 2009). E possivel que o encapsulamento do bacilo em
um meio ambiente rico em lipideos contribua para a manutencdo do reservatorio nutricional
que permite a persisténcia do bacilo na célula hospedeira. Esse processo também protege o
patdgeno do estresse hipoxico e de outras respostas microbicidas do hospedeiro, incluindo
aquelas que envolvem a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (de Chastellier
2009, de Chastellier et al. 2009). A autofagia parece desempenhar um importante papel na
mediacdo da reciclagem de triglicerideos e ésteres de colesterol, os principais componentes
dos corpusculos lipidicos. O excesso de corpusculos lipidicos na célula tem um efeito

atenuador sobre a autofagia, 0 que leva a hipotese da existéncia de uma ligagdo entre as vias
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regulatorias de autofagia e aquelas regulando a geragdo de corpusculos lipidicos (Singh et al.
2009).

Uma relacdo direta entre autofagia e inflamagdo foi recentemente descrita por
Kleinnijenhuis e colaboradores (2011). Foi observado que o blogueio da autofagia em
mondcitos derivados de voluntarios saudaveis, estimulados com Mtb, leva a reducdo dos
niveis de TNF, com aumento de IL-1p. Por outro lado, a indugdo de autofagia por deprivacdo
de nutrientes ou IFNy teve o efeito contrario (Kleinnijenhuis et al. 2011). Outros estudos
utilizando o modelo murino identificaram que o bloqueio da via autofagica leva ao aumento
de IL-1p por um mecanismo que leva a ativacdo do inflamassoma NALP3 (Nakahira et al.
2011). No entanto, os polimorfismos nos genes ATG16L1 e IRGM n&o apresentaram maiores
impactos na producdo de citocinas induzida pelo Mtb em voluntarios saudaveis. Foi
observado apenas um moderado efeito na producéo de IFNy pelo polimorfismo em ATG16L1
T300A (Kleinnijenhuis et al. 2011).

Ha atualmente cerca de 90 artigos listados (bancos de dados PubMed e SCIRUS,
Acesso em: 22 jan. 2012) associando a autofagia e infeccdo por micobacterias, sendo a
maioria em Mtb. O Anexo 1.1 mostra um resumo dos principais achados descritos nos ultimos

anos, associando autofagia e micobacterioses.

O papel da autofagia no controle da infecgdo por Mtb em macrofagos humanos tem
sido demonstrado por diferentes grupos. No entanto, ndo ha estudos demonstrando o papel da
autofagia na hanseniase, em parte devido a impossibilidade de protocolos in vitro para analise
de crescimento bacteriano com o ML. No entanto, inimeras evidéncias apontam para a
participacdo da autofagia na resposta imune inata ao ML. Estudos antigos de microscopia
eletrbnica observaram a presenca de vacuolos de dupla membrana contendo ML (Figura
1.10), porém este processo nao foi elucidado posteriormente (Evans & Levy 1972, Chandi &
Job 1978). Recentemente, Yuk e colaboradores (2009) demonstraram que a vitamina D3
induz autofagia em macrofagos/mondécitos humanos via catelicidina. Foi demonstrada em
estudos anteriores uma correlacdo direta entre o polimorfismo do receptor de vitamina D3 e a
forma LL da hanseniase, levando a evidéncia de que o receptor de vitamina D3 seja capaz de
regular a susceptibilidade da doenca em humanos (Roy et al. 1999). A vitamina D3 tem sido
utilizada com sucesso no tratamento de pacientes com tuberculose (Martineau et al. 20073, b,
Selvaraj 2011) e, estudos iniciais de tratamento da hanseniase com vitamina D3 parecem ser
consistentes com um possivel efeito imunomodulador sobre a micobactéria (Herrera 1949).

Mas recentemente, Liu e colaboradores (2012) sugeriram que a vitamina D3 poderia ser um
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dos componentes de um tratamento ideal para a hanseniase e outras doencas infecciosas
crdnicas em que a resposta imune celular é desregulada. Adicionalmente, estudos genéticos
em hanseniase revelaram que polimorfismos em genes de moléculas associadas com o
controle da via autofagica (IFNy, NOD e TLR), desempenham um importante papel na
susceptibilidade a doenca (Kang & Chae 2001, Johnson et al. 2007, Bochud et al. 2009,
Zhang et al. 2009, Berrington et al. 2010, Cardoso et al. 2010).

Figura 1.10: (A-B) Microscopia eletrénica mostrando vacuolos de dupla membrana contendo
ML (setas) e um lissossomo (cabeca de seta) pode ser observado entre dois desses vactolos
em (A). Fonte: adaptado de Evans & Levy 1972.

A citocina IFNy induz autofagia em macr6fagos por um mecanismo ainda ndo
completamente elucidado (Harris et al. 2009). Niveis séricos elevados de IFNy tém sido
observados em pacientes BT em comparacdo a pacientes LL e, numerosos estudos tém
demonstrado que a adicdo de IFNy a macrofagos e células dendriticas antes da infeccdo
aumenta a morte intracelular de micobactérias (Russell 2001, Hope et al. 2004). Estudos de
nosso laboratdrio, utilizando macrofagos diferenciados in vitro com GM-CSF (perfil M1) e
M-CSF (perfil M2), os quais simulam macréfagos de pacientes paucibacilares (TT) e
multibacilares (LL), respectivamente, demonstraram aumento dos niveis de citocinas
microbicidas em M1 quando do estimulo com ML. Houve ainda vactolos com dupla
membrana, ou sSeja, com caracteristicas autofagicas pela andlise de ultraestrutura,
corroborando com observacbes prévias de autofagossomos contendo ML (Evans & Levy
1972, Chandi & Job 1978). Tais vacuolos ndo foram observados nos macr6fagos M2 (Fulco e
colaboradores, dados ndo publicados). A hipotese € a de que em pacientes LL, a alta carga
bacilar seja resultado do bloqueio da via autofagica, utilizado pelo ML como um mecanismo
de subversdo da resposta do hospedeiro. Por outro lado, células de pacientes TT ou reacionais,
que apresentam aumento nas citocinas pré-inflamatorias circulantes, teriam aumentada

capacidade de inducédo de autofagia, o que justifica a reducdo da carga bacilar nesses casos.
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A estimulacdo de macrofagos com ML é um excelente modelo de estudo. Tal
afirmacdo justifica-se pelo fato da hanseniase ser, entre as doencas infecciosas, a Unica doenca
que apresenta um espectro de formas clinicas que parece ser determinado ndo apenas por
mecanismos imunes adaptativos, mas principalmente por mecanismos inatos de resposta
(Modlin 2010, Montoya & Modlin 2010, Pinheiro et al. 2011). Assim, existe a necessidade de
uma maior compreensao dos mecanismos autofagicos associados aos diferentes poélos da
doenca, 0 que poderé levar ao estabelecimento de novos alvos e estratégias terapéuticas de
controle da hanseniase.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da autofagia na infeccdo com M. leprae (ML), bem como o
envolvimento da citocina pré-inflamatéria IFNy na inducdo de autofagia em células

estimuladas com o M. leprae.

2.2. Objetivos especificos
> Avaliar a presenca de autofagossomos em células de bidpsias de lesdo pele de
pacientes com hanseniase lepromatosa e tuberculdide;

> Avaliar a inducdo de autofagia em macrdfagos isolados de lesdes de pele de

pacientes com hanseniase lepromatosa e tuberculdide, estimulados ou ndo com IFNy;

> Avaliar se ha autofagia em monacitos e células da linhagem monocitica THP-1

in vitro, estimulados ou ndo com o ML e/ou IFNy;

> Avaliar a producédo de citocinas em celulas da linhagem monocitica THP-1,

estimuladas ou ndo com ML e/ou IFNy.

> Determinar o percentual de associacdo do ML em macrofagos estimulados ou

néo com IFNy.
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3. Material e Métodos

3.1. Biosseguranca e permissao ética

As amostras bioldgicas dos pacientes com hanseniase (fragmentos das lesdes de pele
obtidos por bidpsias com “Punch” de 6 mm antes do inicio do tratamento) foram coletadas no
Ambulatério Souza Aradjo (FIOCRUZ, Rio de Janeiro), totalizando 06 de pacientes
lepromatosos (LL) e 06 de pacientes tuberculoides (BT). Uma amostra de pele normal obtida
de procedimento cirdrgico foi utilizada como controle. Cada amostra de paciente com
hanseniase foi utilizada individualmente para um Unico experimento, assim todos 0s
resultados mostrados sdo de amostras de diferentes pacientes com as mesmas formas clinicas.
Todas as amostras foram manipuladas de acordo com as normas preconizadas para a
manipulacdo de material biologico. A participacdo de cada individuo no estudo foi
condicionada a assinatura de um termo de consentimento previamente aprovado pelo comité
de ética em pesquisa da FIOCRUZ (Protocolo n°. 518/09). Para a protecdo e o bem estar dos
individuos incluidos neste projeto, ndo foi divulgado o nome de qualquer um dos
participantes. Pacientes com idade inferior a 18 anos, diabetes, infec¢Bes causadas por outras
micobacterias e, aqueles co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana foram

excluidos.

3.2. Cultura celular de mondcitos THP-1 e diferenciacdo para macrdofagos-“like”

Células THP-1 foram obtidas do “American Type Culture Collection” (ATCC; VA,
USA). As culturas celulares foram mantidas em garrafas de cultura de 25 ou 75 cm? (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) contendo meio RPMI1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), L-glutamina a 2 mM, penicilina a 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL (meio
completo; todos obtidos da Gibco, CA, USA) e incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera
contendo 5% CO; (Shel Lab, OR, USA).

Para diferenciagdo in vitro de mondcitos THP-1 para macrofagos-“like”, as células
foram mantidas em microplacas de 24 pocos ou garrafas de cultura (Corning Inc., NY, USA)
contendo meio completo com 2% de SFB e 200 nM/mL de PMA (Calbiochem, Darmstadt,
Alemanha) por 24 horas. Apés esse periodo foi feita a retirada das células em suspensdo no

meio de cultura e foi feita uma lavagem com PBS (LGC, RJ, Brasil) a 25 °C para remover as
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células ndo aderentes, sendo o meio completo com 10% de SFB reposto para as células
aderentes.

3.3. Coleta de sangue, processamento e obtencdo de PBMC e mondcitos

Foram utilizadas capas leucoplaquetarias (“buffy-coats”) obtidas de doadores
saudaveis, resultantes do processo de separacdo do sangue total em componentes e cedidas
pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/UFRJ. O
sangue periférico foi diluido 1:1 em PBS para separacdo das células mononucleares (PBMC)
por gradiente de densidade em Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).
Apos centrifugacdo a 900 xg por 30 minutos (min) a temperatura ambiente as PBMC foram
lavadas duas vezes com PBS (500 xg, por 10 min, a 4 °C) e ressuspensas em meio completo.
Uma pequena aliquota desta suspensdo celular foi diluida em azul de Tripan 0,4% (1:10;
Gibco) e avaliada em camara de Neubauer para a estimativa da concentracdo de células
viaveis. Para a obtencdo de mondcitos, as PBMC foram plaqueadas em garrafas ou
microplacas de cultura contendo meio completo com 2% de SFB e mantidas por 2 horas em
estufa para a aderéncia dos monocitos. Apos esse periodo foi feita a retirada das células em
suspensdo no meio de cultura e foram realizadas 3 lavagens com PBS fresco para remover as
células ndo aderentes, sendo o meio completo com 10% de SFB reposto para as células

aderentes.

3.4. Autofagia: inducédo e inibicdo

A inducdo de autofagia foi realizada através de tratamento com rapamicina (200
ng/mL; Enzo Life Sciences Inc., NY, USA) ou com IFNy recombinante humano (10 ng/mL;
PharMingen, NJ, USA), por 18 horas em estufa. Quando indicado, foi realizada a inibi¢do da
autofagia utilizando os inibidores farmacoldgicos 3-MA (10 mM/mL; Acros Organics, NJ,
USA) ou Wortmanina (Wtm) (100 nM/mL; Enzo Life Sciences Inc.), 1 hora antes da inducao
de autofagia. A autofagia foi avaliada por microscopia de imunofluorescéncia, microscopia

eletrbnica ou por Western blotting.

3.5. Obtencdao e utilizacdo do ML
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Nos ensaios de interacdo entre patdgeno e célula hospedeira foram utilizadas
suspensdes de ML (tratado com NaOH) irradiado, provenientes de camundongos ou tatus,
gentilmente doadas pelo Dr. Patrick Brennan (Colorado State University, CO, USA) ou pelas
Dr®. Maria Cristina Vidal Pessolani (Fundagdo Oswaldo Cruz, RJ) e Patricia Sammarco Rosa
(Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP). As culturas celulares foram expostas a suspensdo
de ML morto por 30 min antes da indugdo de autofagia, de forma a se obter multiplicidade de
internalizacdo (MOI) igual a 10 bactérias por célula. Antes da estimulagdo com o ML, a
suspensdo de bactérias foi homogeneizada 10 vezes em seringa de insulina ultrafina de 100 U
(Becton Dickinson, NJ, USA) para desfazer as globias. A possivel contaminacdo das amostras
de ML por LPS foi avaliada pelo Kit Limulus Amebocyte Lysate (Bio Whittaker, MD, USA),
de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.6. ML fluorescente

Para obtencdo do ML fluorescente foi utilizado o Kit PKH26 “red” (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA), um fluorocromo vermelho com pico de excitagdo em 551 nm e emissdo em
567 nm. O ML fluorescente foi gentilmente doado pela Dr®. Rosane Magda Branddo Teles
(University of California, CA, USA). As culturas celulares foram expostas a suspensdo de ML
marcado por 30 min antes da inducdo de autofagia ou quando indicado, de forma a se obter
MOI igual a 2, 10 ou 50 bactérias por célula. O mesmo ML n&o marcado foi usado como

controle negativo da fluorescéncia.

3.7. Imunoperoxidase

Para verificar a expressdo de LC3 como marcador de autofagia em lesdes de pele de
pacientes BT e LL; cortes de 5 um de espessura em criostato LM3000 (Leica, Wetzlar,
Alemanha) foram obtidos a partir de bidpsias congeladas e foram analisados pela técnica de
imunoperoxidase, utilizando anticorpo policlonal de coelho IgG anti-LC3 humano (Novus
Biologicals, CO, USA) na diluicdo de 1:200. Os criocortes foram fixados em acetona,
permeabilizados e bloqueados antes da incubac¢do com o anticorpo policlonal. O bloqueio e a
incubacdo com anticorpo secundario e a peroxidase foram feitos utilizando o Kit
VECTASTAIN Elite ABC (complexo avidina-biotina peroxidase) 1gG de coelho (Vector
Laboratories, CA, USA), e a revelacdo foi feita utilizando o Kit Substrato de Peroxidase AEC
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(3-amino-9-etilcarbazol) (Vector Labs.), ambos de acordo com as instru¢fes dos fabricantes.
A contracoloracdo foi feita com Hematoxilina por 1 min. Controles negativos também foram
realizados suprimindo o anticorpo primério. Foi realizada a montagem entre lamina/laminula
e os cortes foram analisados através do microscépio Optico de campo claro Nikon Eclipse
E400 (Nikon Instruments Inc., NY, USA), com auxilio do programa Infinity Capture
(Lumenera Corporation, ON, Canada).

A quantificagdo de LC3 foi feita através do numero total de células positivas por
tecido, sendo contados ao menos 5 campos randémicos em cada amostra e os resultados séo

apresentados como a mediana + range.

3.8. Western blotting

Para verificar a expressdo de LC3-1/I1 em lesdes de pele de pacientes BT e LL, 30
cortes de 15 um foram colocados em tampéo de lise celular (Tris-HCI a 50 mM, pH 7,5,
EDTA a5 mM, EGTA a 10 mM, NaF a 50 mM, B-glicerofosfato a 20 mM, NaCl a 250 mM,
Triton X-100 a 0,1% e coquetel de inibidores protease; Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) e
incubados por 30 min, a 4°C. Ao término da incubacdo, os lisados celulares foram
centrifugados a 18.300 xg por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi recolhido para posterior

dosagem de proteinas pelo método de Bradford.

Paralelamente, a expressdo de LC3-1/1l foi avaliada em cultura de células. Para isso,
macréfagos THP-1 foram plaqueados (concentracdo final de 2,0 x 10° células viaveis por poco
em meio completo) em microplacas de 6 pocos, tratados com 3-MA, estimulados com ML
morto e, em seguida, a autofagia foi induzida com IFNy ou rapamicina. Para a extracdo de
proteinas totais, as células aderidas foram lavadas 3 vezes com 1 mL de PBS/EDTA (Gibco)
0,05 mM sobre camada de gelo e mecanicamente dissociadas da placa de cultivo. As células
foram centrifugadas a 100 xg por 10 min a 4°C para descarte do sobrenadante e ressuspensao
do sedimento celular em 1 mL de PBS. Apds uma nova centrifugacdo, as células foram
tratadas com tampéo de lise (conforme descrito anteriormente) e o sobrenadante armazenado

para dosagem de proteinas utilizando o método de Bradford (Bio-Rad, CA, USA).

As proteinas presentes nos lisados celulares foram separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE). Para isso, 30 ug de proteinas foram acrescidas de
tampédo de amostra (Tris-HCl a 50 mM em pH 8,0, DTT a 100 mM, SDS a 2%, azul de
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bromofenol a 0,01% e glicerol a 10%) e desnaturados a 100 °C, por 5 min. Apos corrida
eletroforética a 100 V em tamp&o contendo Tris a 25 mM e glicina a 250 mM, foi realizada a
transferéncia das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose (Amershan, NJ, USA). A
transferéncia para membrana de nitrocelulose foi feita em tampé&o de transferéncia (Tris a 25
mM, glicina a 190 mM e metanol a 20%), a 100 V por 45 min em cuba semi-seca (Bio-Rad).
Apos transferéncia, as interagdes inespecificas foram bloqueadas com aproximadamente 10
mL de tampédo contendo Tris a 20 mM, pH 7,4, NaCl a 137 mM e Tween a 0,1% (TBS-
Tween) acrescido de leite desnatado a 5% por 1 hora. Para verificar a presenga de LC3-I/11, a
membrana foi incubada com anticorpo policlonal de coelho IgG anti-LC3 humano (I de 19
kDa e Il de 17 kDa; Novus Biologicals) na diluicdo de 1:3.000 ou monoclonal de
camundongo I1gG anti-GAPDH (37 kDa) humano (Santa Cruz, CA, USA) na diluicdo de
1:10.000, ambos em TBS-Tween com 5% de leite desnatado, por 12 horas a 4 °C. Ao término
da incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-Tween por 5 min e entdo incubada
por 1 hora com anticorpo secundario anti-lgG de coelho (Santa Cruz) ou com anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo ambos conjugados a peroxidase na diluicdo de 1:2.000
(Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) em TBS-Tween contendo 5% de leite desnatado.
Finalmente, foram realizadas 4 lavagens de 5 min com TBS-Tween. Com excegdo da
incubagdo com o anticorpo primario, todas as outras etapas descritas acima foram realizadas a

temperatura de 25 °C e sob agitacéo.

A deteccdo das bandas foi feita por quimioluminescéncia utilizando o reagente
Western blotting Luminol (Santa Cruz). Para isso, partes iguais (500 pl de cada) das solucdes
fornecidas foram misturadas e aplicadas sobre a membrana por 2 min. Em seguida, a
membrana foi exposta a um filme radiografico X (X-OMAT LS; Kodak, NY, USA), por
diversos periodos de tempo e o filme foi revelado em camara escura apos imersdo em solucéao

reveladora e solucdo fixadora.

A quantificacdo do Western blotting para LC3 foi realizada através de densitometria
utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems Incorporated, USA) e 0s

resultados foram apresentados como a mediana + range da razdo LC3-11/GAPDH.

3.9. Isolamento de macréfagos de lesdes de pele

Apos o diagnostico dos pacientes com as formas clinicas da hanseniase, amostras de

pele dos mesmos foram coletadas e, em seguida, os fragmentos foram colocados em tubos
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contendo RPMI 1640 e mantidos a 4 °C. Apds um breve periodo, a derme e a epiderme foram
separadas mecanicamente com o auxilio de um bisturi, sendo a derme fragmentada em
porcdes menores para facilitar a agéo das enzimas na presenca de uma solucdo de dispase a 4
mg/mL e colagenase a 0,5 mg/mL (Roche Applied Science, IN, USA) e soro fetal bovino a
10% em RPMI 1640. Em seguida, a solu¢cdo com os fragmentos da derme foi colocada em
uma cubeta de teflon e mantida em estufa a 37 °C com 5% CO, por 12 horas. Apés este
periodo, as células foram lavadas com RPMI 1640 por trés vezes a 500 xg durante 10 min a 4
°C e todos os sobrenadantes foram estocados para posterior obtencdo de ML. As células foram
entdo lavadas, ressuspensas em meio completo e contadas por exclusdo em azul de Tripan.
Em seguida, as celulas foram distribuidas em microplacas e mantidas em estufa a 37 °C com
5% CO, por 7 dias. Apds esse periodo as células ndo aderentes foram removidas e 0s

macrdfagos foram mantidos em meio completo.

3.10. Imunofluorescéncia

Para detectar a autofagia, foram realizados multiplos experimentos (conforme descrito

abaixo), baseados na avaliacdo das proteinas Atg por fluorescéncia.

Macrofagos THP-1 foram plaqueados em meio completo na concentracao final de 5,0
x 10° células viaveis por poco, em microplacas de 12 pocos contendo laminulas circulares de
15 mm estéreis (GLASSCYTO). As células foram entdo estimuladas com ML marcado (MOI
2, 10 ou 50:1) ou tratadas com rapamicina e incubadas em estufa por 18 horas. A expressao de
Atg3 e LC3-I/1l foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia. Em alguns experimentos
foram utilizados macrofagos THP-1 ou mondcitos aderentes pre-tratados com 3-MA ou Wtm,
estimulados com ML marcado (MOI 10:1) por 30 min e, em seguida, com IFNy ou
rapamicina por 18 h. A expressdao de LC3-1/Il e sua co-localizacgdo com o ML foram

avaliadas.

Alternativamente, macrdéfagos de pele de pacientes LL e BT foram plaqueados em
meio completo na concentracdo final de 1,0 x 10° células vidveis por poco, em microplacas de
12 pocos contendo laminulas circulares de 15 mm estéreis. Em seguida a autofagia foi
induzida com IFNy ou rapamicina. A expressdo de LC3-I/I1 foi avaliada por microscopia de

fluorescéncia.
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Os procedimentos a seguir foram utilizados para os tipos celulares mencionados
anteriormente. As células foram fixadas em paraformaldeido (PFA) 4% durante 10 min a 4°C.
Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS/Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) a 0,01% e bloqueadas com uma solucdo de SFB 109%\BSA 1% por 1 hora a
temperatura ambiente. ApOs esse periodo, as células foram incubadas com os anticorpos
primarios de interesse: 1gG policlonal de coelho anti-LC3 humano (Novus Biologicals) na
diluicdo de 1:300, IgG policlonal de cabra anti-Atg3 humano (Santa Cruz) na diluicdo de
1:300 e IgG monoclonal de camundongo anti-CD68 humano (marcador de macréfagos; R&D
Systems, Minneapolis, USA) na dilui¢do de 1:100 por 12 horas a 4 °C. Em seguida, as células
foram lavadas 3 vezes com a solugdo de PBS/Triton X-100 e foi entdo realizada a incubagéo
dos seguintes anticorpos secundarios por 2 horas a temperatura ambiente: anti-lIgG de coelho
Alexa Fluor 633°, anti-IgG de cabra Alexa Fluor 488° e anti-lgG de camundongo Alexa
Fluor 532 (Invitrogen Corporation, CA, USA), todos na diluicio de 1:500. Apés esse
periodo, as células foram lavadas 3 vezes com a solucdo de PBS/Triton X-100 e foi
adicionado o DAPI (Invitrogen) diluido em 1:5.000. Em seguida, as células foram lavadas 3
vezes com PBS e as laminas foram montadas em meio anti-“fading” Permafluor (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) e seladas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) nas
bordas. Controles negativos também foram realizados, consistindo na omissdo do anticorpo
primario. As imagens foram capturadas em microscopio de fluorescéncia Colibri Zeiss com
iluminacdo a base de LED (Zeiss, Heidelberg, Alemanha) com auxilio do programa
AxioVision 4.6 (Zeiss).

A quantificacdo de autofagossomos foi realizada através do percentual de células
expressando LC3 puntiforme (LC3-Il)/total de células nucleadas. A quantificacdo de Atg3 foi
realizada através do percentual de células expressando Atg3/total de células nucleadas. Em
ambos os casos foram contadas ao menos 100 células em cada variavel (em pelo menos 5
campos randémicos) por experimento e os resultados foram apresentados como a mediana *

desvio padréo.

3.11. Microscopia eletrénica de transmissao

Para investigar a presenca de caracteristicas autofagicas em lesdes de pele de pacientes
BT e LL, e em pele normal, foi realizada andlise ultraestrutural com énfase na pesquisa de

autofagossomos. Para isso, foram feitos cortes semi finos de bidpsias fixadas em glutaraldeido
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2,5% e corados com Azul de toluidina a 1% em solucdo aquosa de Bdrax a 1%. Depois, 0S
cortes foram colocados em placa aquecida a 50 °C, lavados com &gua e secos na placa. Em
seguida, foram montados com laminula em Entellan e analisados em microscépio 6ptico de
campo claro Nikon Eclipse E400 para selecdo dos campos de cortes para processamento de

microscopia eletronica de transmisséo.

Paralelamente, macr6fagos THP-1 ou mondcitos aderentes foram plaqueados em meio
completo na concentracéo final de 5,0 x 10° células viaveis por garrafa de 25 cm?. As células
foram entdo estimuladas com ML morto e, em seguida, a autofagia foi induzida com IFNy.
Apos a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas em glutaraldeido a 2,5% em
tampé@o cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,2 com 3,5% de sacarose por 1 hora a 4 °C.

Em seguida, as células e os cortes semi finos foram lavados no mesmo tampé&o
anteriormente mencionado e pds-fixados com 1% de Tetroxido de Osmio (OsO4) por 1 hora a
4 °C. Apos estes procedimentos, foram lavados em tampdo cacodilato, desidratados em serie
cetbnica (30, 50, 70, 90 e 100%) e infiltrados com a mistura de acetona 100% e resina
Poly/Bed® 812 (Polysciences Inc., PA, USA) e polimerizados & 60 °C por 2 dias. Apds a
polimerizagdo, foram feitos cortes ultrafinos de 70-80 nm em ultramicrotomo Reichert OMU3
(Leica, Wetzlar, Alemanha), recolhidos em grades de cobre de 300 mesh, contrastados com
acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo e observados ao microscopio eletronico de
transmissdéo JEM-1011 (JEOL, Tokyo, Japdo; Plataforma de Microscopia Eletrénica
IOC/FIOCRUZ).

3.12. Dosagem de citocinas

Macrofagos THP-1 foram plagueados em meio completo na concentracédo final de 5,0
x 10° células viaveis por poco em microplacas de 24 pocos. Foram entdo tratados com 3-MA e
estimulados com ML morto. Em seguida, a autofagia foi induzida com IFNy ou rapamicina e

0 sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C apds 18 horas de incubacao.

A dosagem de citocinas nos sobrenadantes das culturas foi realizada por ELISA,
avaliando a producdo de IL-6, IL-10, IL-15, IL-12p40/IL-23 e TNF. A técnica foi realizada
conforme as especificacbes do fabricante (R&D Systems). As absorbancias foram mensuradas
através do leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, CA, USA) e analisadas

pelo programa SoftMax Pro v5.3 (Molecular Devices).
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3.13. Avaliacao do percentual de associacao de ML aos macrofagos

Para avaliacdo do papel da autofagia na associagdo do ML a macréfagos, foram
plaqueados macréfagos THP-1 em meio completo na concentracéo final de 5,0 x 10° células
viaveis por po¢o em microplacas de 12 pogos contendo laminulas circulares de 15 mm
estereis. Eles foram entdo estimulados com ML morto e, em seguida, a autofagia foi induzida
com IFNy ou Rapamicina. Apds a indugdo, os macrofagos aderidos foram lavados 2 vezes
com PBS e fixados com metanol por 10 min e, em seguida, corados (pela técnica de Ziehl-
Neelsen) com Fucsina por 30 min, lavados 2 vezes com 4gua destilada e cuidadosamente
tratados com solucdo alcool-acido. Para interromper a diferenciacdo, as amostras foram
mergulhadas em &gua corrente. Por fim, as células foram contracoradas com azul de metileno
por 10 min e o excesso de corante foi retirado em &gua corrente. As laminulas foram
desidratadas e montadas em Entellan. O percentual de associagdo de ML foi calculado pelo
nimero de macrofagos contendo pelo menos uma bactéria/nimero total de macrofagos

observados e os resultados foram apresentados como a mediana * range.
3.14. Anélise estatistica
Os dados foram expressos como mediana + range. Os dados foram analisados
utilizando os testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, com o auxilio do programa GraphPad

Prism 4.02 (GraphPad Software Inc., CA, USA). A significancia estatistica foi considerada
quando p < 0.05.
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4. Resultados

4.1. Analise dos aspectos ultraestruturais em biopsias de lesdo de pele de pacientes

com hanseniase

Em pacientes infectados com o M. leprae, os organismos podem ser encontrados em
uma variedade de tecidos e tipos celulares. Para investigar a possivel participacdo da
autofagia na infeccdo pelo ML, a presenca de vacuolos de dupla membrana (caracteristica de
autofagossomos) foi avaliada por microscopia eletronica de transmisséo.

Foram analisadas biopsias de lesbes de pele de pacientes com as formas clinicas da
doenca - LL e BT, avaliando células com morfologia similar a macréfagos do tecido
conjuntivo. Como controle, utilizamos fragmentos de pele normais (Figura 4.1A). Foi
observada a presenca de autofagossomos em células de lesédo de pele tanto de pacientes LL
(Figura 4.1B) como BT (Figura 4.1C e D). A analise ultraestrutural demonstrou a presenca de

bacilos em vactolos com membrana simples ou dupla (Figura 4.1D).

A analise do material de lesdo revelou a presenca de bacilos degenerados e figuras
mielinicas sem bactérias (ndo mostrado) no tecido do paciente BT, mas ndo no do LL ou do
tecido normal. O numero total de autofagossomos por corte de tecido foi avaliado em ao
menos 10 campos randdmicos. Foi observado um nimero maior de autofagossomos em

células de lesdo de paciente BT quando comparado aos de LL e tecido normal (Figura 4.1E).
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Figura 4.1: Presenca de autofagossomos em lesBes de pele de pacientes com hanseniase.
Bidpsias de lesdo de pele foram obtidas de pacientes com as formas clinicas LL e BT, ou de
individuo sadio, e processadas para analise por microscopia eletrénica de transmissdo. (A)
Pele normal (PN). (B) M. leprae (ML) dentro de um autofagossomo no tecido do paciente LL
(inserto). (C-D) Tecido do paciente BT. (C) Autofagossomo (inserto). (D) ML no interior de
um fagossomo (seta), assim como em um autofagossomo (inserto). (E) A quantificacdo foi
realizada através da contagem total de autofagossomos por corte de tecido, em ao menos 10
campos randdmicos em cada amostra. As imagens sdo representativas de um experimento
com uma amostra de cada variavel. Setas indicam fagossomos. Setas duplas indicam
autofagossomos. N: nucleo. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso.
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4.2. Andlise da redistribuicdo de LC3 em lesdes de pele de pacientes com hanseniase

Apesar da analise por microscopia eletrdnica ser uma metodologia amplamente
utilizada para monitorar a autofagia, algumas desvantagens técnicas limitam o seu uso, como
a presenca de artefatos. Além disso, dependendo da etapa autofagica, nem sempre € possivel a
observacdo de vacuolos de dupla membrana, como no estagio de anfissomo. Por vezes, a
dupla membrana presente nos autofagossomos é degradada por fosfolipases e outras enzimas
secretadas durante a infeccdo com microrganismos patogénicos (Birmingham et al. 2007,
Klionsky et al. 2008). Desse modo, no intuito de verificarmos se os vactolos com dupla
membrana observados em células presentes na lesdo de pacientes com hanseniase eram
autofagossomos, a expressdo de LC3, uma proteina expressa no autofagossomo maduro e que
é utilizada como marcador de autofagia (Kabeya et al. 2000, Mizushima & Yoshimori 2007)

foi avaliada por imunoperoxidase.

A analise da expressdo de LC3 em biopsias de lesdes de pele de pacientes com as
formas clinicas LL (n=2) e BT (n=2), por imunoperoxidase, revelou um maior nimero de
células expressando este marcador nos pacientes BT (8.87 = 5.27), quando comparados aos
LL (2.15 + 0.21) (Figura 4.2A-E e F).
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Figura 4.2: Redistribuicdo de LC3 em lesdes de pele de pacientes com hanseniase.
Bidpsias de lesdes de pele foram obtidas de pacientes com as formas clinicas BT e LL e a
expressdo de LC3 foi avaliada pela técnica de imunoperoxidase contrastada com
hematoxilina, utilizando um anticorpo anti-LC3 I/11. (A e B) Os pacientes BT apresentam um
namero maior de células marcadas para LC3, assim como uma marcacdo mais intensa
(insertos, tom vermelho-acastanhado), quando comparados aos pacientes LL (C e D). (E)
Controle negativo. (F) A quantificacdo das células LC3" foi feita através da contagem de
células positivas por campo do corte de tecido em ao menos 05 campos randémicos em cada
amostra e os resultados sdo apresentados como a mediana * desvio padrdo. As imagens sao
representativas de duas amostras de cada grupo de pacientes. BT: “borderline” tuberculoide;
LL: lepromatoso lepromatoso. Setas indicam células positivas.
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Quando a autofagia é induzida, o LC3 é convertido de sua forma citoplasmética (LC3-
1), para a sua forma conjugada a PE (LC3-Il), que se deposita em ambas as membranas
externa e interna do autofagossomo (Mizushima & Yoshimori 2007). O LC3-Il é o Unico
marcador proteico associado a autofagossomos completos em eucariotos superiores. Assim,
visando confirmar se em células de lesdo de pacientes BT ha aumento de LC3-II, extratos de
bidpsias de lesdo de pele foram submetidos a uma corrida eletroforética e a analise por
Western blotting confrmou a maior expressdo da proteina LC3-I1 nos pacientes BT (1.61 +
0.06), quando comparados aos LL (0.81 %= 0.40), sendo a densitometria do gel realizada
através da razdo LC3-1I/GAPDH (Figura 4.3A-B).

B 2.0n
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Figura 4.3: Aumento da expressao proteica da forma associada ao autofagossomo LC3-
Il em lesBes de pele de pacientes BT. Bidpsias de lesdes de pele foram obtidas de pacientes
com as formas clinicas BT ou LL e a expressdo de LC3 foi avaliada por Western blotting,
utilizando um anticorpo anti-LC3 I/11 (A). A quantificacdo foi realizada através da razéo LC3-
II/GAPDH em cada amostra e os resultados sdo apresentados como a mediana + range (B). Os
resultados sdo representativos de dois extratos proteicos de cada grupo de pacientes. BT:
“borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase.

4.3. Analise da expressdo de LC3 em macrofagos de lesbes de pele de pacientes com

hanseniase

Nossos dados utilizando biopsias de lesdes de pele de pacientes com hanseniase
indicaram a ativacao da autofagia. Porém, quando analisadas tanto por microscopia eletronica
guanto por imunoperoxidase, os tipos celulares com essas caracteristicas ndo foram definidos,
embora muitas apresentassem caracteristicas morfoldgicas compativeis com macréfagos. Para
confrmar a presenca de autofagossomos em macréfagos de lesdo de pele, as bidpsias foram
digeridas com dispase e colagenase, conforme protocolo previamente descrito por Moura e
colaboradores (2007). Apo6s o isolamento, as células foram cultivadas para a analise do

fendtipo celular utilizando o anticorpo anti-hCD68. Observamos que ap0s 7 dias de cultura
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mais de 95% das células eram positivas para o0 CD68. Foram avaliadas células isoladas de
bidpsias de lesbes de pele de pacientes LL e BT, ndo sendo observadas diferencas
significativas quanto ao percentual de células CD68" nas culturas (dados ndo mostrados).

Os macrofagos foram estimulados ou ndo com IFNy e a ocorréncia de autofagia foi
avaliada por imunofluorescéncia através da conversdo da fluorescéncia difusa no citoplasma
(LC3-1) para a fluorescéncia puntiforme na membrana do autofagossomo (LC3-11 ou LC3
puntiforme; Deretic 2006). As células ndo estimuladas derivadas do paciente BT (Figura
4.4A) apresentaram um ndmero maior de células LC3 puntiformes em relag&o as células dos
pacientes LL (Figura 4.4B). A estimulacdo dos macrdfagos de BT com o IFNy (Figura 4.4C)
induziu um aumento no numero de células com LC3 puntiforme, quando comparados as
células ndo estimuladas (Figura 4.4A). Através da avaliacdo da marcacdo de LC3 puntiforme,
foi possivel observar que os macréfagos do paciente BT foram mais sensiveis ao estimulo
com IFNy (Figura 4.4C) em relacdo aos macrofagos do LL (Figura 4.4D). A rapamicina foi
utilizada como controle positivo (Figura 4.4E). O controle negativo € ilustrado na Figura
4.4F. O CD68 foi utilizado como marcador de macrofagos (Figura 4.4G). A andlise do
percentual de macréfagos de lesbes de pele expressando LC3 puntiforme sugere uma maior
expressdo deste marcador de autofagia no paciente BT em relacdo ao paciente LL, na auséncia

ou presenga de IFNy (Figura 4.4H).
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Figura 4.4: Aumento da expressdo de LC3-11 em macrofagos de lesbes de pele de
pacientes BT. Macrofagos de lesGes de pele foram isolados de pacientes BT e LL e
estimulados ou ndo (N.E.) com 10 ng de IFNy ou 200 ng de rapamicina (RP) por 18 horas. A
expressdo de LC3 foi avaliada por microscopia de imunofluorescéncia utilizando anticorpos
para LC3 I/11 (verde) e CD68 (vermelho), sendo o nucleo corado com DAPI (azul). (A e C)
Paciente BT. (A) N.E. (C) IFNy. (B e D) Paciente LL. (B) N.E. (D) IFNy. (E) RP. (F)
Controle negativo. (G) CD68. (H) Percentual de células expressando LC3-11. As imagens sdo
representativas de um experimento. Setas indicam células positivas.
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4.4. A estimulacdo com o ML induz a autofagia em macréfagos THP-1

O isolamento de macrofagos de lesdes de pele € um 6timo modelo de estudo da
interacdo M. leprae—célula (Moura et al. 2007). No entanto, € um processo relativamente
demorado, pois depende da disponibilidade de pacientes, do tempo entre o atendimento
clinico e o diagndstico, além do tempo entre a obtencdo da amostra, isolamento propriamente
dito e cultivo. Além disso, o nimero de células obtidas é variavel e baixo. Tendo em vista a
menor disponibilidade de macrofagos de lesdo de pacientes com hanseniase, foi utilizado um
modelo in vitro para estudar a interacdo M. leprae—célula com macrofagos derivados de
monacitos da linhagem humana THP-1 e mondcitos de individuos saudaveis. Primeiramente,
foi avaliado se a estimulacdo com o ML é capaz de levar a inducdo de autofagia em
macrd6fagos, uma vez que recentemente foi descrito que varias micobactérias diretamente
induzem autofagia (Hartman & Kornfeld 2011, Zullo & Lee 2012).

A estimulagcdo com concentracfes crescentes de ML (2:1, 10:1 e 50:1) foi capaz de
induzir um aumento na expressdo de LC3 puntiforme nas culturas de macréfagos THP-1,
quando comparadas as culturas ndo estimuladas (Fig. 4.5A-D), mas ndo de uma forma dose
dependente, sendo observada a seguinte relacdo de inducdo: ML 2:1 < ML 10:1 > ML 50:1
(Figura 4.5A-D). A rapamicina (Figura 4.5E) foi utilizada como controle positivo, sendo
capaz de aumentar significantemente a expressdo de LC3-11 em relacdo ao nao estimulado
(Figura 4.5A) (rapamicina=69.12 + 2.01% vs. N.E.=10.55 * 2.31%, p < 0.05). A estimulacéo
com ML na concentracao de 10:1 foi capaz de induzir os niveis de LC3 puntiformes (48.64 +
1.71%; Figura 4.5C) mais proximos aos da rapamicina (69.12 + 2.01%; Figura 4.5E). A
quantificacdo das células expressando LC3 puntiforme é mostrada na Figura 4.5F. O MOI de
ML 10:1 também foi capaz de induzir a expressdo proteica de LC3-11 (0.92 £ 0.26), em nivel
superior ao ndo estimulado (0.37 = 0.11) e similarmente a rapamicina (1.12 + 0.62) (Figura
4.5G-H).
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Figura 4.5: A estimulacdo com M. leprae (ML) induz a autofagia em macréfagos THP-1.
Macrofagos THP-1 foram diferenciados com 200 nM de PMA por 24 horas e estimulados
com o ML-PKH26 (vermelho) por 18 horas, com o MOI de 2, 10 ou 50:1. A expressao de
LC3 foi avaliada por microscopia de fluorescéncia utilizando anticorpo para LC3 I/11 (verde),
sendo o nucleo corado com DAPI (azul). (A) Nao estimulado (N.E.). (B) ML 2:1. (C) ML
10:1. (D) ML 50:1. (E) rapamicina (RP) (200 ng). (F) Percentual de células expressando LC3
puntiforme. Os resultados sdo apresentados como a mediana * desvio padrdo. A andlise
estatistica foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis com o p6s-teste de Dunn, onde (*)
representa valor de p < 0.05. As imagens sao representativas de 3 experimentos para A, C e E;
e um experimento para B e D. As setas brancas indicam as células positivas. (G-H)
Macrofagos THP-1 foram estimulados com o ML 10:1 ou com RP por 18 horas. O resultado
representa duas analises densitométricas de LC3 (G) por Western blotting (H).
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4.5. O IFNy induz a formacao de autofagossomos em mondcitos e macréfagos THP-1
estimulados com o ML

Sabe-se que o IFNy é uma citocina capaz de ativar os mecanismos microbicidas dos
macréofagos. Estudos preliminares demonstraram que a indugdo de autofagia pelo IFNy é um
importante mecanismo de defesa contra o M. tuberculosis (Gutierrez et al. 2004). Para avaliar
se macrofagos ativados na presenca de IFNy e ML apresentavam aumento no percentual de
autofagossomos, macrofagos humanos foram estimulados com 0 ML e/ou IFNy e analisados
inicialmente por microscopia eletronica de transmiss&o.

Os mondcitos ndo estimulados apresentaram raros vactolos (Figura 4.6A). Foram
observados nos mondcitos estimulados com o ML, vactolos de uma Unica membrana
(fagossomos) ou dupla membrana (autofagossomos) contendo bactérias (Figura 4.6B). O
IFNy foi capaz de induzir a formagdo de autofagossomos em mondcitos (Fig. 4.6C). Nos
monacitos estimulados com ambos ML e IFNy, foram observados autofagossomos proximos
ao fagossomo contendo ML (ndo mostrado), bem como bactérias envoltas por um vacuolo de

dupla membrana (Figura 4.6D).
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Figura 4.6: O IFNy induz a formagio de autofagossomos em monocitos estimulados com
0 M. leprae (ML). Mondcitos de individuos saudaveis foram estimulados com o ML (MOI
10:1) por 30 minutos, posteriormente tratados com 10 ng de IFNy por 18 horas e processados
para analise por microscopia eletrénica de transmissao. (A) N&o estimulado. (B) Estimulado
com ML. (C) Estimulado com IFNy. (D) Estimulado com IFNy+ML. As imagens sdo
representativas de um experimento. Setas indicam fagossomos. Setas duplas indicam
autofagossomos. Cabecas de seta indicam o ML. N: nucleo.

Os monadcitos THP-1 tratados com PMA apresentaram um aspecto multivacuolar, com
diversas mitocondrias, sugerindo um perfil de diferenciacdo para macrofagos (Figura 4.7A).
Nos macrofagos THP-1 estimulados com o ML, foram observadas bactérias em vacuolos de
uma Unica ou dupla membrana, similarmente ao observado nos mondcitos (Figura 4.7B). O
IFNy induziu a formacdo de autofagossomos em mondcitos (Fig. 4.7C), os quais aparentavam
0 englobamento de componentes citoplasmaticos. Na presenca de ambos IFNy e ML sdo

observadas bactérias degeneradas envoltas em um autofagossomo contendo figuras
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mielinicas, assim como sdo observadas bactérias integras (Figura 4.7D). Outro autofagossomo
contendo uma figura mielinica e com conteido degradado também pode ser observado na
Figura 4.7D. Em adicdo, foi observado aumento no nimero de mitocondrias por célula na
presenca de ambos ML e IFNy, em ambos os tipos celulares.

Figura 4.7: O IFNy induz a formag¢do de autofagossomos em macrofagos THP-1
estimulados com o M. leprae (ML). Macrofagos THP-1 (diferenciados com PMA 200 nM
por 24 horas) foram estimulados com o ML (MOI 10:1) por 30 minutos, posteriormente
tratados com 10 ng de IFNy por 18 horas e processados para analise por microscopia
eletronica de transmissdo. (A) Nédo estimulado. (B) Estimulado com ML. (C) Estimulado com
IFNy. (D) Estimulado com IFNy+ML. As imagens sdo representativas de um experimento.
Setas indicam fagossomos. Setas duplas indicam autofagossomos. Cabegas de seta indicam o
ML. Setas brancas largas indicam bactérias degeneradas. Asteriscos indicam estruturas
multilamelares semelhantes a figuras de mielina. N: ndcleo.
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4.6. O IFNy aumenta a expressdo de LC3 em mondcitos e macréfagos THP-1
estimulados com o ML

No intuito de confirmar a indugdo de autofagia na presenca de ambos IFNy e ML, a
expressdo do marcador de autofagia LC3 foi avaliada por imunofluorescéncia e Western
blotting. Em comparacdo ao ndo estimulado (Figura 4.8A) ou ao ML (Figura 4.8B), a
estimulagdo com IFNy aumenta a expressdo de LC3 puntiforme em mondcitos (Figura 4.8C).
Na presenca de ambos IFNy e ML, parece haver um aumento na expressdo de LC3 puntiforme
nos mondcitos (Figura 4.8D). O inibidor de PI3K 3-MA (3-metiladenina) foi capaz de reduzir
a expressdo de LC3 (Figura 4.8E), mesmo na presenca do ML (Figura 4.8F). O aumento da
expressao de LC3 nos mondcitos induzido pelo IFNy ou pelo IFNy+ML pode ser parcialmente
revertido utilizando 3-MA, Figuras 4.8G e H, respectivamente. A andlise por Western blotting
revelou um aumento na expressdo proteica de LC3-11 em mondcitos estimulados com IFNy
e/ou ML, comparados ao ndo estimulado (ndo mostrado). A rapamicina foi utilizada como
controle positivo (Figura 4.81). A quantificacdo dos monocitos expressando LC3 puntiforme é
mostrada na Figura 4.8J.
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Figura 4.8: O IFNy aumenta a expressao de LC3-11 em mondcitos estimulados com o M.
leprae (ML). Mondcitos de individuos saudaveis foram pré-tratados com 10 mM de 3-MA (3-
metiladenina) por 30 minutos, estimulados com o ML-PKH26 (vermelho) por 30 minutos
(MOI 10:1) e tratados com 10 ng de IFNy ou 200 ng de rapamicina (RP) por 18 horas. A
expressdo de LC3 foi avaliada por microscopia de imunofluorescéncia utilizando um
anticorpo anti-LC3 I/1l (verde), sendo o nucleo corado com DAPI (azul). (A) Néo estimulado
(N.E.). (B) ML. (C) IFNy. (D) IFNy+ML. (E) 3-MA. (F) ML+3-MA. (G) IFNy+3-MA. (H)
IFNy+ML+3-MA. (I) RP. (J) Percentual de expressdo de LC3 puntiforme. Setas indicam
células positivas. As imagens representam um experimento.
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Em relacdo as células ndo estimuladas (10.55 + 2.31%; Figura 4.9A) ou ao ML
sozinho (48.64 £ 1.71%; Figura 4.9B), a estimulagdo com IFNy aumentou a expressao de LC3
puntiforme nos macréfagos THP-1 (59.31 + 0.67%; Figura 4.9C), como observado nos
monaocitos. Na presenca de ambos, IFNy e ML, parece haver um aumento na expressao de
LC3 puntiforme nos macréfagos THP-1 (70.25 + 0.65%; Figura 4.9D). O pré-tratamento com
outro inibidor de PI3K, a Wtm (wortmanina), foi capaz de inibir a expressdo de LC3
puntiforme (12.34 £ 0.41%; Figura 4.9E), mesmo na presenga do ML (16.14 + 2.23%; Figura
4.9F). Assim como nos monadcitos, o pré-tratamento com inibidor de PI3K (Wtm) foi capaz
de inibir parcialmente a expressdao de LC3-1l induzida por IFNy (19.35 + 1.71%) ou pelo
IFNy+ML (23.79 £ 1.21%) nos macrofagos THP-1, Figuras 4.9G e H, respectivamente. O
controle positivo foi realizado utilizando a rapamicina (rapamicina=69.12 + 2.01% vs.
N.E.=10.55 + 2.31%, p < 0.05; Figura 4.91). A quantificacdo das células expressando LC3
puntiforme é mostrada na Figura 4.9J.
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Figura 4.9: O IFNy aumenta a expressao de LC3-11 em macrofagos THP-1 estimulados
com o M. leprae (ML). Macrofagos THP-1 foram pré-tratados com 100 nM de Wtm
(wortmanina) por 30 minutos, estimulados com o ML-PKH26 (vermelho) por 30 minutos
(MOI 10:1) e tratados com 10 ng de IFNy ou 200 ng de rapamicina (RP) por 18 horas. A
expressao de LC3 foi avaliada por imunofluorescéncia utilizando um anticorpo anti-LC3 I/II
(verde), sendo o nucleo corado com DAPI (azul). (A) Nao estimulado (N.E.). (B) ML. (C)
IFNy. (D) IFNy+ML. (E) Wtm. (F) ML+Wtm. (G) IFNy+Wtm. (H) IFNy+ML+Wtm. (I) RP.
(J) Percentual de LC3 puntiforme. Setas indicam células positivas. As imagens representam 3
experimentos para A, B e |, e 2 para os demais. (*) p < 0.05 pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Ao contrério da estimulagdo apenas com o ML (Figura 4.10A), na presenca do IFNy, o
ML co-localiza com o LC3 em macrdfagos THP-1 (Figura 4.10B), o que € revertido através

da inibicdo da autofagia pela Wtm (Figura 4.10C).

Figura 4.10: O IFNy induz a co-localizacdo do M. leprae (ML) com LC3 em macro6fagos
THP-1. (A) ML. (B) IFNy+ML. (C) IFNy+ML+Wtm. A fluorescéncia amarela indica a co-
localizagdo de ML com LC3. Wtm: wortmanina. As imagens sdo derivadas dos experimentos
da Figura 4.9.

Quando comparada as células ndo estimuladas, parece haver um aumento na expressao
proteica de LC3-I11 em macréfagos THP-1 estimulados com ML ou IFNy (Figura 4.11A-B)
através da andlise por Western blotting. Nas células tratadas com IFNy, apos a estimulagdo
com o ML, foi observado um pequeno aumento da expressédo de LC3-11 em relagéo as células
tratadas apenas com IFNy e 0 pré-tratamento das células com 3-MA foi capaz de bloquear a
conjugacédo de LC3-1 ao PE (Figura 4.11A-B). Nao houve alteracdo da expressdao de LC3-11
nos macrofagos THP-1 que foram pré-tratados com o 3-MA e posteriormente estimulados
com ML (Figura 4.11A-B). Na presenca de IFNy ou de ambos IFNy e ML, o pré-tratamento
das células com 3-MA apresentou um efeito atenuador sobre a expressdo de LC3-Il (Figura
4.11A-B).

61



N
AN
&) - -
= & & 8
L TEE
.
Lesn_) -

GAPDH

B 1.81
1.5+
T
?Lt 1.2
o
N O 0.9-
x =
& 0.6
|
0.3+
0.0-
RN SN R\ SRR\ g
éQ/ @ \<<$ «\x® %xv xo’@ xrb@ xrb@ \Q\(\
(< x@\/ @\/\Qé“\Q@Q‘O
&
S

Figura 4.11: O IFNy aumenta a expressdo proteica de LC3-1l em macrofagos THP-1
estimulados com o M. leprae (ML). Macréfagos THP-1 foram diferenciados por 24 horas na
presenca de 200 nM de PMA, pré-tratados com 10 mM de 3-MA (3-metiladenina) por 30
minutos, estimulados com ML por 30 minutos (MOI 10:1) e tratados com 10 ng de IFNy ou
200 ng de rapamicina (RP) por 18 horas. (A) A expressao de LC3 foi avaliada por Western
blotting utilizando anticorpo anti-LC3 I/11. (B) O resultado representa a analise densitométrica
de um experimento. N.E.: ndo estimulado.



4.7. O IFNy aumenta a expressdo de Atg3 em macrofagos THP-1 estimulados com o
ML

A Atg3 é uma enzima semelhante & E2 do sistema de ubiquitinizacdo e é responsavel
pela conjugacdo de LC3-1 a PE, formando o LC3-Il (Miinz 2009). Uma vez que existe um
aparente aumento na conversao de LC3-I para LC3-1l na presenca combinada de IFNy e ML,
fomos avaliar a expressao de Atg3 nos macréfagos por imunofluorescéncia.

Quando comparada as células ndo estimuladas (Figura 4.12A) ou ao ML sozinho
(Figura 4.12B), a estimulacdo com IFNy parece aumentar a expressao de Atg3 em macré6fagos
THP-1 (Figura 4.12C). A estimulagdo com o ML sozinho gera uma discreta co-localizagdo
com a Atg3 (Figura 4.12B inserto). Na presenca de ambos IFNy e ML (Figura 4.12D), parece
haver um aumento na expressdo de Atg3 em relacdo ao ML ou IFNy e também ha uma
discreta co-localizacdo com o ML (Figura 4.12D inserto). A rapamicina foi utilizada como
controle positivo (Figura 4.12E). A quantificacdo das células expressando Atg3 é mostrada na
Figura 4.12F.
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Figura 4.12: O IFNy aumenta a expressiao de Atg3 em macrofagos THP-1 estimulados
com o M. leprae (ML). Macréfagos THP-1 foram diferenciados por 24 horas na presenca de
200 nM de PMA, estimulados com 0 ML-PKH26 (vermelho) por 30 minutos (MOI 10:1) e
tratados com 10 ng de IFNy ou 200 ng de rapamicina (RP) por 18 horas. A expresséo de Atg3
foi avaliada por microscopia de imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-Atg3 (verde),
sendo o nucleo corado com DAPI (azul). (A) N&o estimulado (N.E.). (B) ML. (C) IFNy. (D)
IFNy+ML. (E) RP. (F) Percentual de células expressando Atg3. Setas indicam células
positivas. Insertos indicam células positivas ou a co-localizacdo de Atg3 e ML. As imagens
s8o representativas de um experimento.
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4.8. O IFNy aumenta a secrecdo de IL-15 em macréfagos THP-1 estimulados com o
ML

A inducdo de autofagia € um dos mecanismos efetores das citocinas pré-inflamatdrias,
ao contrério, as citocinas antiinflamatérias regulam negativamente esse efeito (Harris et al.
2007, 2009). A citocina pro-inflamatoria 1L-15 induz uma via antimicrobiana dependente de
vitamina D3, observada nos pacientes PB, enquanto a antiinflamatdria 1L-10 induz a via
fagocitica nos macrofagos, observada nos pacientes MB (Montoya et al. 2009). Por sua vez, 0
IFNy induz IL-15 por uma via dependente de Statl, levando & conversdo da vitamina D3 e
ativacdo de uma via antimicrobiana mediada pela autofagia (Yuk et al. 2009, Fabri et al.
2011). Com o objetivo de avaliar se a presenca de autofagossomos observados em macrofagos
estimulados com IFNy e ML esta associada a modulacdo dos mecanismos microbicidas dos
macrofagos, os sobrenadantes das culturas celulares foram recolhidos ap6s 18h para a
dosagem de citocinas por ELISA.

A estimulacdo de macrofagos THP-1 com IFNy parecer ser capaz de aumentar a
secrecdo das citocinas pro-inflamatdrias 1L-6 (IFNy= 118.9 £ 66.6 pg/mL vs. N.E.= 26.25 +
24.52 pg/mL, p < 0.05 ou IFNy vs. ML= 41.09 + 39.47 pg/mL), IL-12p40 (IFNy= 1724.0 +
1776 pg/mL vs. N.E.= 162.6 + 12.35 pg/mL, p < 0.001 ou vs. ML=193.8 + 496.2 pg/mL, p <
0.05) e TNF (IFNy= 241.0 + 159.0 pg/mL vs. N.E.= 23.87 + 20.45 pg/mL, p < 0.05 ou IFNy
vs. ML= 127.4 + 90.84 pg/mL) (Figura 4.13A, B e C, respectivamente). Porém, em conjunto
com o ML, o IFNy ndo aumentou a secrecdo dessas citocinas (Figura 4.13A, B e C,
respectivamente) em relacdo ao IFNy sozinho (IL-6: IFNy+ML=116.8 + 26.48 pg/mL; IL-12:
IFNy+ML= 1482 + 84.94 pg/mL; TNF: IFNy+ML= 271.2 + 190.0 pg/mL).

A estimulacdo com IFNy também aumentou a secrecao de IL-15 nos macrofagos THP-
1 (IFNy=368.5 * 237.8 pg/mL vs. N.E.=69.29 £ 72.69 pg/mL), mas ndo a de IL-10, que foi
produzida em maiores niveis apenas em resposta ao ML (ML=251.5 + 285.1 pg/mL vs.
N.E.=12.35 £ 16.10 pg/mL, p < 0.05) (Figura 4.13D e E, respectivamente). Na presenca de
ambos ML e IFNy ocorreu um aumento na secrecdo de IL-15, em relacdo ao ML ou IFNy
sozinhos (ML+1FNy=594.2 + 191.9 pg/mL vs. ML=79.86 + 90.85 pg/mL ou vs. IFNy=368.5
+ 237.8 pg/mL) (Figura 4.13D). Em conjunto, na presenca de ambos ML e IFNy ocorreu uma
reducdo na secrecdo de IL-10, em relacdo ao ML sozinho (ML+IFNy=31.88 * 23.68 pg/mL
vs. ML=251.5 + 285.1 pg/mL) (Figura 4.13E).

O pré-tratamento das células com o inibidor de autofagia 3-MA leva a uma redu¢do na
producéo de IL-15 em reposta a ambos ML e IFNy (3-MA+IFNy+ML=5.30 + 18.93 pg/mL
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vs. IFNy+ML= 594.2 + 191.9 pg/mL, p < 0.05) (Figura 4.13D), mas néo afeta a produgdo de
IL-10 (ML+1FNy=31.88 + 23.68 pg/mL vs. 3-MA+IFNy+ML=9.67 * 24.61 pg/mL) (Figura
4.13E).
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Figura 4.13: O IFNy aumenta a secre¢do de IL-15 em macrofagos THP-1 estimulados
com o M. leprae (ML), mas ndo a de IL-10. Macrofagos THP-1 foram pré-tratados ou nédo
com 10 mM de 3-MA (3-metiladenina) por 30 minutos, estimulados com o ML por 30
minutos (MOI 10:1) e tratados com 10 ng de IFNy por 18 horas. A producéo de citocinas foi
avaliada por ELISA. (A) IL-6. (B) IL-12p40. (C) TNF. (D) IL-15. (E) IL-10. (*) representa
valor de p < 0.05, (**) p < 0.01 e (***) p < 0.001 pelo teste de Kruskal-Wallis com o pés-
teste de Dunn. Os gréaficos sdo representativos de 5 (A, B e C) ou 3 (D e E) experimentos.
N.E.: ndo estimulado. Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como controle do solvente.
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4.9. O IFNy reduz a associa¢do do ML aos macroéfagos THP-1

Montoya e colaboradores (2009) demonstraram que em lesbes de pacientes PB ha o
predominio de macré6fagos com caracteristicas similares aos que séo tratados in vitro com IL-
15. Tais macréfagos apresentam pouca capacidade fagocitica, mas alta capacidade
microbicida. Ao contrario, nas lesdes de MB ha o predominio de macr6fagos com elevada
capacidade fagocitica e baixo poder microbicida, como aqueles que sdo diferenciados in vitro
com IL-10. Uma vez que os macrofagos estimulados com IFNy e ML apresentaram aumento
na secre¢do de IL-15, fomos investigar se o tratamento com o IFNy afeta a associagdo do ML
ao macrdfago. As células THP-1 diferenciadas foram estimuladas com o ML, tratadas com
IFNY e entdo fixadas e posteriormente coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen.

Em relacdo as células estimuladas apenas com o ML (29.50 + 1.13%; Figura 4.14A-
B), na presenca do IFNy ocorreu uma ligeira reducdo no percentual de associagdo M. leprae-

macrofago (18.32 + 4.63%; Figura 4.14C-D. A quantificacdo do percentual de associagdo M.

leprae-macréfago € mostrada na Figura 4.14E.
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Figura 4.14: O IFNy reduz o percentual de associacdo M. leprae (ML)-macréfago.
Macrofagos THP-1 foram diferenciados por 24 horas na presenca de 200 nM de PMA,
estimulados com o ML por 30 minutos (MOI 10:1) e tratados com 10 ng de IFNy por 18
horas. As células foram fixadas e posteriormente coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen. (A-
B) ML. (C-D). IFNy+ML. (E) O percentual de associagdo do ML foi calculado pelo nimero
de macréfagos contendo pelo menos uma bactéria/nimero total de macréfagos observados e
0s resultados séo apresentados como a mediana + desvio padrdo. Setas indicam o ML no
interior dos macréfagos. As imagens sao representativas de dois experimentos.
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5. Discussao

No presente estudo foi avaliada a participacdo da via autofagica nas formas clinicas
polares da hanseniase. Em conjunto, foi avaliada a capacidade da citocina pré-inflamatéria

IFNy de induzir autofagia em células estimuladas com o M. leprae.

As micobactérias sdo capazes de utilizar diversos mecanismos para evadir a resposta
imune, sendo classicas inibidoras da degradacédo lisossomal apds a fagocitose, de mecanismos
microbicidas diretos dos macréfagos e do processamento e apresentacdo de antigenos
(Schaible et al. 1998, Via et al. 1998, Russell 2001, Alves et al. 2004, Deretic et al. 2006, van
der Wel et al. 2007, Kumar et al. 2010, Kumar & Rao 2011, Shui et al. 2011). A autofagia
tem papel fundamental na resposta do hospedeiro a infec¢cdo com micobactérias, pois é capaz
de reverter o bloqueio da maturagdo do fagossomo, inibindo a sobrevivéncia intracelular do
patogeno (Deretic et al. 2006). Ela é importante na defesa contra micobactérias ndo
tuberculosas, tais como: a causadora do granuloma de peixe de tanque, M. marinum; a
causadora de infeccdes pos-cirdrgicas e de doenca pulmonar em pacientes com fibrose cistica,
M. abscessus; a micobactéria associada a infeccdo em pacientes imunossuprimidos, M. avium;
assim como na defesa contra o principal patdgeno bacteriano humano, o agente causador da
tuberculose, Mtb (Early et al. 2011, Fabri et al. 2011, Lerena & Colombo 2011, Renna et al.
2011). No entanto, o papel da autofagia na infeccdo pelo M. leprae, o agente causal da
hanseniase, permanece desconhecido. Parte disso se deve ao fato de o M. leprae ndo ser
cultivavel em meios de cultura artificiais como as outras micobactérias e possuir um
prolongado ciclo de crescimento, dificultando sua obtencdo e a realizacdo de ensaios de

viabilidade como o de unidades formadoras de colénias (CFU) (Vissa & Brennan 2001).

Os modelos animais de propagacdo do M. leprae, como a infec¢do de tatus ou
camundongos, fornecem recursos basicos para estudos genéticos, metabdlicos e antigénicos
do bacilo, assim como permitem a realizacdo de testes de sensibilidade aos medicamentos
antimicrobianos. No entanto, a viabilidade do M. leprae obtido de diferentes fontes é muito
variavel e praticas laboratoriais padrao, tais como a incubacao a 37 °C, rapidamente reduzem
a viabilidade desta micobactéria, que possui preferéncia por temperaturas mais baixas
(Scollard et al. 2006).

A capacidade da citocina pré-inflamatoria IFNy induzir o aumento da atividade
microbicida em macrofagos ja foi amplamente descrita na literatura. Estudos mais recentes

descreveram que o IFNy é capaz induzir autofagia, sendo este um dos principais mecanismos

68



de controle da infecgdo pelo Mtb (Gutierrez et al. 2004, Deretic et al. 2006, Kim et al. 2011).
Foi descrito que a autofagia induzida pelo IFNy inibe o crescimento intracelular do Mtb apds
a subversdo da via fagolissomal, fazendo o recrutamento da molécula efetora autofagica LC3
para o fagossomo micobacteriano (Gutierrez et al. 2004, Harris et al. 2007). Na hanseniase,
quando comparados aos pacientes LL, os pacientes BT apresentam maiores niveis de
expressao/secrecao de citocinas pré-inflamatdrias em resposta aos antigenos micobacterianos,
entre elas o IFNy (Salgame et al. 1991, Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994a).
Desde a descoberta do M. leprae em 1863 por Armauer Hansen (Hansen 1874) e da primeira
descricdo da autofagia em 1957 por Sam L. Clark (Clark 1957), uma relacéo direta entre a
hanseniase e a autofagia ainda ndo foi demonstrada. No entanto, evidéncias sugerem a
possivel participacdo da autofagia na infeccdo pelo M. leprae. Estudos de microscopia
eletrdbnica mostraram o M. leprae no interior da estrutura caracteristica da autofagia, o
autofagossomo, porém este processo nao foi esclarecido posteriormente (Evans & Levy 1972,
Chandi & Job 1978). Varios estudos recentes tém mostrado a relagcdo entre moléculas que
participam tanto da regulacdo autofagica quanto da patogénese da hanseniase, tais como IL-15
e vitamina D3 (Montoya et al. 2009, Yuk et al. 2009, Fabri et al. 2011), NOD2 (Zhang et al.
2009, Berrington et al. 2010), IFNy (Cardoso et al. 2010) e TLR (Kang & Chae 2001,
Johnson et al. 2007, Bochud et al. 2009).

No presente trabalho, a analise da ultraestrutura de células presentes em lesbes de
pacientes com as formas polares da hanseniase demonstrou uma maior quantidade de
autofagossomos com bactérias no interior em amostra de um paciente BT em comparacéo
com a leséo de pele do paciente LL. Nesta, observamos uma maior quantidade de bactérias
em fagossomos de uma Unica membrana e raras bactérias em autofagossomos. Mesmo na
amostra do paciente BT, foi possivel visualizar debris celulares no interior de
autofagossomos, sugestivos de bactérias degradadas. No entanto, devido a limitacdo técnica e
pelo fato de ndo havermos realizado uma marcacdo com ouro coloidal que nos permitisse uma
marcacdo mais especifica, ndo excluimos a possibilidade de que alguns artefatos possam estar
interferindo na nossa analise. Desse modo, no intuito de confirmar a presenca de
autofagossomos, a expressdo tecidual da proteina autofagica LC3 foi avaliada por duas
técnicas diferentes, o Western blotting e a imunoperoxidase, revelando um aumento da
expressdo de LC3-Il nos pacientes BT quando comparados as amostras dos pacientes LL,
corroborando com a analise ultraestrutural. Em adicéo, foi realizada uma anélise ex vivo dos
macrofagos de lesbes de pele de pacientes hansénicos, que mostrou um aparente aumento na

quantidade de células LC3 puntiformes positivas no paciente BT, quando comparado ao LL.
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Estudos anteriores demonstraram que citocinas pro-inflamatérias apresentam a
capacidade de induzir o aumento da formacdo de autofagossomos. Ao contrério, citocinas
antiinflamatdrias inibem essa capacidade (Harris et al. 2007, 2009). A maior frequéncia de
autofagossomos encontrados no paciente BT pode ser devido a maior presenca de citocinas
Thl (como IFNy e TNF) no microambiente tecidual, que estariam levando a inducdo de
autofagia e a reducdo da carga micobacteriana observada nesses pacientes. Da mesma forma,
a menor frequéncia de autofagossomos observada no paciente LL pode ser em funcdo da
maior presenca de citocinas Th2 (como IL-4, IL-10 e IL-13) que estariam exercendo um
efeito inibitério na via autofagica, contribuindo para a alta proliferacdo bacilar observada nos
pacientes LL.

Ja foi demonstrado que varias espécies de micobactérias induzem autofagia
diretamente, incluindo M. avium, M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. smegmatis, M. fortuitum
e M. kansasii (Early et al. 2011, Hartman & Kornfeld 2011, Zullo & Lee 2012). No entanto,
informacOes sobre a capacidade do M. leprae induzir autofagia diretamente ainda
permanecem desconhecidas. Aqui, ndés mostramos que a estimulacdo com diferentes
concentracdes do M. leprae resulta na indugédo do LC3 puntiforme (LC3-I1), a forma presente
nas membranas autofagossomais, mas ndo de forma dose dependente. Hartman e Kornfeld
(2011) mostraram a inducéo direta de autofagia em macrofagos infectados com uma alta carga
bacilar de Mtb (MOI 50:1), similarmente a inducéo pela rapamicina. Em contraste, a infeccéo
com uma baixa carga bacilar de Mtb (MOI 10:1), com o Mtb morto (MOI 50:1) ou com o M.
smegmatis (MOI 50:1) fracamente induziu a expressdo de LC3 puntiforme. Neste estudo, nds
observamos uma maior inducao de autofagia nos macrofagos estimulados com o M. leprae no
MOI de 10:1, quando comparado ao MOI de 2:1 ou 50:1. Zullo e Lee (2012) demonstraram
que a infeccdo de macrofagos murinos com Mtb ou M. smegmatis no MOI de 10:1 é capaz de
induzir autofagia, ao contrario do observado por Hartman e Kornfeld (2011). Aqui nos
utilizamos bactérias mortas e ambos os estudos citados utilizaram bactérias vivas, contudo a
direta inducdo de autofagia parece nao requerer a participacao ativa da bactéria, uma vez que
foi demonstrado que os lipideos micobacterianos induzem a autofagia (Zullo & Lee 2012),

corroborando com nossos resultados.

A estimulacdo de mondécitos com o M. leprae induz a secre¢do de TNF (Hussain et al.
1999, Hernandez et al. 2003, Fulco et al. 2007, Hernandez et al. 2011), uma citocina proé-
inflamatdria associada com a patogénese do ENH nos pacientes MB (Sampaio et al. 1991,
Sarno et al. 1991, Sarno & Sampaio 1996). Em adicdo, o TNF é capaz de induzir autofagia

(Sivaprasad & Basu 2008). O mecanismo pelo qual o M. leprae induz a autofagia ndo foi
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elucidado, mas € possivel que a sintese de TNF desempenhe um importante papel na inducdo
de autofagia mediada pelo M. leprae.

Zullo e Lee (2012) também mostraram que as micobactérias avirulentas (como o M.
smegmatis) induzem mais autofagia do que as virulentas (como o Mtb) e que o Mtbh ou BCG
podem reduzir a autofagia em reposta ao M. smegmatis. N6s mostramos que 0s pacientes BT
apresentam mais caracteristicas autofagicas do que os pacientes LL. No entanto, os pacientes
LL apresentam quantidades muito superiores de bactérias nas lesGes em compara¢do com 0s
pacientes BT (Ridley & Jopling 1966, Scollard et al. 2006). Foi ainda demonstrado neste
estudo que o M. leprae diretamente induz autofagia nos macréfagos. Nossa hipoOtese é que
assim como o M. leprae é capaz de utilizar varios mecanismos para escapar da degradacdo
fagolisossomal apos a fagocitose (Alves et al. 2004, Suzuki et al. 2006, van der Wel et al.
2007, Tanigawa et al. 2009), ele também seria capaz de evitar a degradacdo autolisossomal
apos a indugdo da via autofagica. A estimulacdo com o M. leprae é capaz de induzir a
producéo de citocinas antiinflamatéorias como IL-4 (Murray et al. 2007), IL-10 (Fulco et al.
2007, Sinsimer et al. 2010) e IL-13 (Sieling & Modlin 1994a, b), assim como de inibir a
producéo de citocinas pré-inflamatdrias (Murray et al. 2007, Dagur et al. 2010, Sinsimer et al.
2010) e essas citocinas antiinflamatdrias estdo associadas a forma LL da hanseniase (Salgame
et al. 1991, Yamamura et al. 1991). Foi descrito que apds a inducdo de autofagia, essas
citocinas antiinflamatdrias sdo capazes de inibir o processo, bloqueando também a maturacéo
dos fagossomos micobacterianos em compartimentos degradativos autolissomais, inibindo
assim a habilidade dos macréfagos de controlarem a infeccdo pelo Mtb (Harris et al. 2007,
Park et al. 2010). Assim, ap0s a inducdo de autofagia pelo M. leprae, as citocinas
antiinflamatdrias também induzidas por ele, poderiam exercer um efeito inibitorio no fluxo
autofagico, bloqueando a etapa de fusdo dos autofagossomos/anfissomos com o0s lisossomos.
O M. leprae é capaz de utilizar a proteina TACO do hospedeiro para inibir a fusdo do
fagossomo com o lisossomo, permitindo sua sobrevivéncia nos macrofagos e a TACO ¢
expressa na membrana fagossomal em lesdes dérmicas de pacientes com a forma LL da
hanseniase (Suzuki et al. 2006, Tanigawa et al. 2009). Recentemente foi descrito que a TACO
inibe a formagdo do autofagossomo ao redor do fagossomo contendo Mtb e inibe a co-
localizacdo dos fagossomos LC3 positivos com os lisossomos, permitindo a sobrevivéncia da
micobactéria nos macréfagos (Seto et al. 2012). Deste modo, apés a inducdo de autofagia, o
M. leprae poderia utilizar a TACO para impedir a fusdo dos autofagossomos/anfissomos com
os lisossomos, persistindo assim no nicho intracelular. Foi descrito que o Mtb induz a

supressdo da autofagia o que resulta em acumulo de lipideos (Neyrolles et al. 2006, Singh et
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al. 2009, Kumar & Rao 2011). Os fagossomos contendo as micobactérias migram na direcéo
de corpusculos lipidicos resultando no engolfamento do bacilo em particulas lipidicas (de
Chastellier 2009, de Chastellier et al., 2009). O encapsulamento do bacilo em um meio
ambiente rico em lipideos pode contribuir para a manutencdo do reservatorio nutricional que
permite a persisténcia do bacilo na célula hospedeira. Esse processo também protege o
patégeno do estresse hipoxico e de outras respostas microbicidas do hospedeiro, incluindo
aquelas que envolvem a geragdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (de Chastellier
2009, de Chastellier et al. 2009, Kumar & Rao 2011).

Os macrdfagos de lesdes de pele de pacientes LL apresentam grandes quantidades de
lipideos e bactérias, estas células sdo conhecidas como macréfagos espumosos de Virchow
(ou células Lepra), ndo sendo observadas nas lesdes de pacientes TT (Virchow 1863). Esse
aspecto espumoso dos macrdfagos de pacientes LL é devido pelo menos em parte ao acimulo
de corpusculos lipidicos, induzidos durante a infeccdo pelo M. leprae. Recentemente foi
demonstrado que o M. leprae induz a formacdo de corpusculos lipidicos nos macréfagos e
células Schwann. Esses corpusculos lipidicos induzidos pelo M. leprae constituem sitios para
a sintese de eicosandides e podem ser reguladores criticos na subversdo da resposta imune na
hanseniase (Mattos et al. 2010, Mattos et al. 2011a, b). Singh e colaboradores (2009)
demonstram pela primeira vez a associagdo entre o metabolismo lipidico e a autofagia, onde o
excesso de corpusculos lipidicos na célula tem um efeito atenuador sobre a autofagia.
Adicionalmente, aléem das membranas autofagossomais, o LC3 também se localiza na
membrana dos corpusculos lipidicos e o sistema de conjugacdo das proteinas autofagicas
Atg/LC3 esta envolvido na formacdo de corpusculos lipidicos (Shibata et al. 2009, 2010).
Assim, nos hipotetizamos que o M. leprae poderia utilizar de forma ndo-autofagica, o sistema
de conjugacao das proteinas Atg (imunofagia do tipo 3; Deretic 2006, 2011) para inducéo da
formacdo de corpusculos lipidicos, por sua vez, esses corpusculos lipidicos teriam um efeito
atenuador na funcdo imune efetora da autofagia (imunofagia do tipo 1), propiciando a

sobrevivéncia do M. leprae nos macréfagos espumosos de pacientes LL.

O IFNy desempenha um importante papel na defesa contra patdgenos intracelulares,
ativando os macrofagos e os estimulando a matarem os patdgenos localizados no interior dos
fagossomos, através da facilitacdo da fusdo do fagossomo-lisossomo (Alberts et al. 2002). Ele
é capaz de induzir varios mediadores imunes com fungcdo microbicida, tais como NOS2,
Nrampl, phox, IDO e GTPases (Taylor et al. 2004, Martens & Howard 2006), além de ser
capaz de reduzir a fagocitose (Schlesinger & Horwitz 1991, Backman & Guyre, 1994,

Konopski et al. 1994) e de induzir a autofagia (Gutierrez et al. 2004, Harris et al. 2007, 2009,
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Fabri et al. 2011, Li et al. 2011). Os dados obtidos aqui mostraram que o IFNy foi capaz de
ativar os macrofagos e de induzir autofagia em macréfagos e mondcitos, assim como
previamente descrito por outros autores.

A grande importéncia da autofagia induzida pelo IFNy é que ela representa uma fonte
adicional para a eliminacdo de micobactérias. Apds o Mtb escapar da fusdo fagossomo-
lisossomo, o IFNy pode promover a incorporagdo do Mtb em autofagossomos via molécula
efetora IRGM/LRG-47 e realizar a entrega aos lisossomos, com a consequente degradagéo do
patégeno (MacMicking et al. 2003, Gutierrez et al. 2004, Singh et al. 2006). Assim, nos
fomos avaliar o papel da autofagia mediada pelo IFNy no controle da infeccdo pelo M. leprae.
A inducdo de autofagia por IFNy em células previamente estimuladas com M. leprae levou ao
aumento da formacéo de autofagossomos tanto pela avaliacdo da expressdao do marcador de
autofagia LC3, quanto por analise ultraestrutural de vacuolos de dupla membrana. Na
presenca do IFNy, o LC3 co-localiza com o fagossomo contendo o M. leprae, mas nao
quando as células sdo estimuladas apenas com o M. leprae ou tratadas com o inibidor de
autofagia Wortmanina. Em adicdo, a inducdo de autofagia por IFNy em macrofagos
previamente estimulados com M. leprae levou ao aumento do nimero de células expressando
Atg3, uma enzima essencial para a conjugacdo da fosfatidiletanolamina ao LC3-1 (Hanada et
al. 2009, Yamagushi et al. 2010) e que participa da regulacdo da proteina anti-apoptotica Bcl-

2 (uma reguladora negativa da autofagia; Radoshevich et al. 2010).

A polarizacdo da hanseniase estd intimamente relacionada com a polarizacdo da
reposta imune. Os pacientes LL apresentam um perfil predominante de citocinas do tipo Th2,
enquanto os pacientes TT apresentam um perfil predominante de citocinas do tipo Thl
(Salgame et al. 1991, Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994a). A IL-10 induz uma
via fagocitica nos macrofagos, levando a expressao de CD209 e receptores “scavenger”, o que
resulta na fagocitose de grandes quantidades da micobactéria e de lipoproteinas oxidadas de
baixa densidade, sendo esta via observada principalmente nos pacientes LL. Por outro lado, a
IL-15 induz uma via antimicrobiana dependente de vitamina D3 nos macréfagos, onde raras
bactérias sdo observadas, sendo esta via observada principalmente nos pacientes TT (Montoya
et al. 2009). O IFNy é capaz de aumentar a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo
a IL-15 (Murray 1994, Musso et al. 1999, Raupach & Kaufmman 2001) e a inducdo de
autofagia € um dos mecanismos efetores das citocinas pré-inflamatérias (Harris et al. 2007,
2009). Fabri e colaboradores (2011) descreveram que o IFNy induz IL-15 por uma via
dependente de Statl, levando a conversdo da vitamina D3 e ativacdo de uma via

antimicrobiana mediada pela autofagia, promovendo a fusdo autolisossomal e a eliminacéo do
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Mtb. Em adicdo, a vitamina D3 pode suprimir a expressdo da TACO (Anand & Kaul 2003,
Anand et al. 2008). Nés avaliamos entéo, a producéo de citocinas em macrofagos estimulados
com ambos M. leprae e IFNy. A inducdo de autofagia por IFNy em células previamente
estimuladas com M. leprae levou ao aumento da secrecdo das citocinas IL-6, 1L-12p40, TNF
e IL-15, mas ndo de IL-10. O bloqueio da via autofagica levou a reducéo dos niveis de 1L-15,
mas ndo aumentou a producdo de IL-10, sugerindo que a sintese de IL-15 é dependente da
autofagia mediada pelo IFNy. A IL-15, assim como as outras citocinas pro-inflamatorias
poderiam exercer uma acdo paracrina e autdcrina nas células, estimulando a autofagia, que
por sua vez estimularia a producdo de citocinas, fazendo um ‘“feedback” positivo.
Adicionalmente, a IL-15 poderia ativar outras vias antimicrobianas dependentes da vitamina
D3, como a producdo de catelicidina e B-defensina, assim como a inibicdo da expressdo da
TACO. A etapa final da via autofdgica culmina na degradacdo do patdgeno nos
autolisossomos, no entanto, a avaliacdo da funcdo antimicrobiana da autofagia na infecgéo
pelo M. leprae é complicada, devido a auséncia de crescimento in vitro deste patdgeno o que
gera uma caréncia de ensaios de viabilidade bacteriana em cultura de células (Vissa &
Brennan 2001).

Montoya e colaboradores (2009) demonstraram que na presenca da IL-15 ha um ndmero
menor de células contendo BCG, quando comparado ao numero de células infectadas na
presenca de IL-10 e que a autofagia mediada pelos receptores TLR é capaz de aumentar a
destruicdo dos microorganismos fagocitados (Sanjuan et al. 2007). Aqui, o tratamento com
IFNy resultou em redugdo do percentual de associagdo do M. leprae morto aos macrofagos.
Em conjunto, esses dados sugerem que o IFNy desempenha um importante papel no controle
da infeccdo pelo M. leprae, ativando a autofagia e a via antimicrobiana dependente da IL-15,
a qual também inclui a autofagia. A autofagia pode ser crucial no desenvolvimento das formas
polares da hanseniase, onde a polarizacdo da resposta imune em um perfil Thl levaria a
ativacdo da funcdo antimicrobiana autofagica, controlando a infec¢do, sendo esta via
predominantemente observada nos pacientes com a forma tubercul6ide e, por outro lado, a
polarizacdo da resposta imune em um perfil Th2 levaria a inibicdo da funcdo antimicrobiana
mediada pela autofagia, proporcionando a proliferacdo bacteriana, sendo esta via observada
nos pacientes com a forma lepromatosa. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos sobre
0 papel da autofagia na hanseniase, como o envolvimento da sinalizacdo via GTPase IRGM
na autofagia induzida pelo IFNy, o envolvimento da autofagia mediada pela via IFNy/IL-

15/Vitamina D3, assim como 0s mecanismos envolvidos na subversdo da degradacédo
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autofagica pelo M. leprae, os quais poderiam explicar o fato de os pacientes tuberculdides ndo

controlarem totalmente a infeccdo, apesar de terem uma maior ativacdo da via autofagica.

Apesar da multidrogaterapia ser efetiva para a hanseniase, a resisténcia as drogas
utilizadas no tratamento é um dos fatores que contribuem para a ocorréncia de recidivas e a
persisténcia da doenca (Lockwood 2011, Sekar et al. 2011). Diante da importancia deste fator
no controle da doenga, a OMS criou em 2009 a rede sentinela de vigilancia da resisténcia
medicamentosa em hanseniase, estando presente em 9 paises, incluindo o Brasil (WHO
2011b). A compreensdo da relagcdo entre a autofagia e a hanseniase é extremamente
importante, pois pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
e/ou imunomoduladoras que auxiliem no controle da doenca. Apesar de varios estudos terem
descrito a resposta benéfica da administracdo intradérmica de IFNy recombinante humano em
pacientes com a forma LL da hanseniase (Samuel et al. 1987, Kaplan et al. 1989, Damasco et
al. 1992, Bermudez & Kaplan 1995, Murray 1996, Sampaio et al. 1996), a administracdo
prolongada dessa citocina pela via intradérmica foi associada com o desenvolvimento de ENH
nesses pacientes (Sampaio et al. 1992, 1993, Bermudez & Kaplan 1995, Sampaio et al. 1996).
No presente estudo, a rapamicina, uma classica indutora de autofagia, produziu efeitos
similares ao do IFNy, no que se refere a inducao de autofagia e citocinas pro-inflamatorias nas
células estimuladas com o M. leprae (dados ndo mostrados). A rapamicina € um antibiotico
lipofilico do grupo das lactonas macrociclicas, que se liga a proteina FKBP12 formando um
complexo droga-receptor que interage com 0 mTORC1 promovendo sua inibicdo, sendo
muito utilizada em receptores de transplante renal e hepatico (Loewith et al. 2002, Reichen et
al. 2011). O tratamento com rapamicina também mostrou ser capaz de melhorar os sintomas
da doenca de Crohn (Massey et al. 2008). A doenca de Crohn € uma doenca inflamatdria
intestinal cronica intimamente ligada a autofagia, tendo como fatores de risco polimorfismos
em genes que regulam a via autofagica, tais como NOD2, ATG16L1 e IRGM. As células de
pacientes com doenca de Crohn associada as variantes NOD2 e ATG16L1 sdo defeituosas na
inducdo de autofagia, na apresentacdao de antigenos e na eliminacdo de bactérias (Ramjeet et
al. 2010, Travassos et al. 2010, Fritz et al. 2011, Kleinnijenhuis et al. 2011). Esses efeitos
negativos apresentados pelos pacientes com Doenca de Crohn poderiam ser modulados
através do tratamento com rapamicina (Massey et al. 2008). A rapamicina também é capaz de
reduzir a toxicidade da doenca neurodegenerativa de Huntington e, de aumentar a destruicéo
do BCG e do M. marinum in vitro (Floto et al. 2007, Sarkar et al. 2007, Lerena & Colombo
2011), assim como de inibir o crescimento de micobactérias isoladas de pacientes com doenca

de Crohn (Greenstein et al. 2008). Assim, apesar da validade terapéutica do IFNy ser bem
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estabelecida para véarias doengas, como a doenga granulomatosa crénica, onde ele restabelece
a capacidade defectiva dos leucdcitos eliminarem os patégenos (Naderi Beni et al. 2012), na
hanseniase o tratamento com IFNy desencadeia uma complicagdo imunoldgica sistémica

emergencial, o ENH, contrabalanceando seus efeitos benéficos para os pacientes.

A rapamicina pode ser uma droga para potencial utilizacdo na hanseniase, no entanto
necessitaria de uma avaliacdo cautelosa, pois devido as suas propriedades imunosupressoras e
antiproliferativas, o tratamento com rapamicina (Sirolimus) tem sido associado com a
reativacdo da tuberculose, assim como o tratamento com seus derivados Everolimus e
Temsirolimus (Coriat et al. 2011, Fijatkowska-Morawska et al. 2011, Ngo et al. 2011). Assim,
a rapamicina poderia funcionar como um protétipo para o desenvolvimento de farmacos
analogos que alternativamente propiciariam efeitos benéficos para os pacientes com
hanseniase através da inducdo de autofagia, com consequente potencializacdo da via
antimicrobiana mediada pela IL-15 e eliminacdo das micobactérias, porem sem os efeitos

adversos indesejaveis.

Em resumo tais dados indicam que, em macrdfagos estimulados com M. leprae, a
citocina IFNy induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias, entre elas a IL-15, que
contribuem para 0 aumento da atividade microbicida da célula hospedeira através da inducéo
de autofagia. Nao fica claro nessa etapa do estudo quais 0s mecanismos utilizados pelo IFNy
para induzir a autofagia, mas estudos anteriores demonstraram que a IL-15 induz CYP27bl e
a subsequente bioconversdo da 25-hidroxi-vitamina D3 (25D3) na forma bioativa 1,25D3,
levando a ativacdo de VDR e inducéo de catelicidina (Krutzik et al. 2008). Estudos recentes
demonstraram que a vitamina D induz autofagia em mondcitos via catelicidina (Yuk et al.
2009) e que esse mecanismo parece ser importante para o controle de infec¢cbes como as
causadas por M. tuberculosis (Jo 2010, Shin et al. 2010b, Ni Cheallaigh et al. 2011) e pelo
HIV (Campbell & Spector 2011).

Com base nesses dados, nossos estudos futuros buscardo um maior entendimento
sobre as vias de sinalizacdo associadas a inducdo de autofagia em células estimuladas com o
M. leprae na presenca ou ndo de IFNy, bem como o estudo dos genes relacionados a indugéo

de autofagia em pacientes com hanseniase.
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6. Conclustes

> Os autofagossomos e fagossomos micobacterianos foram observados em
ambas as células de lesdes de pele de pacientes BT e LL. No entanto, a presenca do M.
leprae em autofagossomos e de bactérias degeneradas foi mais notavel no paciente
BT;

> Pacientes BT apresentaram uma maior expresséo tecidual de LC3-11 em relagéo
aos LL;

> Na presenca ou auséncia de IFNy, um maior nimero de macréfagos de lesdes

de pele expressando LC3 puntiforme foi observado no paciente BT, comparado ao LL;

> O ML é capaz de diretamente induzir autofagia em macroéfagos;

> O IFNy foi capaz de induzir a formacdo de autofagossomos em monocitos e
macrofagos;
> Na presenca do M. leprae, o IFNy aumenta a formagao de autofagossomos ¢ os

fagossomos micobacterianos se co-localizam com os autofagossomos LC3 positivos;

> O IFNy foi capaz de aumentar a secre¢do das citocinas pré-inflamatorias 1L-6,

IL-12p40 e TNF em macréfagos estimulados com o M. leprae;

> O IFNy foi capaz de aumentar a secre¢do da citocina microbicida IL-15 em
macrofagos estimulados com o M. leprae, através de um mecanismo aparentemente

dependente da via autofagica;

> O IFNy reduz a secrecdo da citocina regulatoria IL-10 em macréfagos

estimulados com o M. leprae e o bloqueio da autofagia ndo restaura a sintese de 1L-10;

> Na presenca do IFNy hd um numero menor de macrofagos associados ao M.

leprae.
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Anexo 1.1: Principais dados na literatura associando autofagia e micobacterioses.

Espécie Dados na literatura Referéncia
M. avium O M. avium consegue escapar de macréfagos autofagicos e apoptaticos. Early et al.
2011.

M. abscessus | A autofagia tem papel fundamental na resposta do hospedeiro a infeccdo | Renna et al.
com micobactérias ndo tuberculosas (NTM). O uso de azitromicina (que 2011.
inibe a autofagia) em pacientes com fibrose cistica predispde a doenga
micobacteriana.

M. marinum | A ubiquitinacdo bacteriana é seguida por sequestro de organelas, como os | Collins et al.
lisossomos, por uma via independente de autofagia (porém bactérias em 20009.
vacuolos de dupla membrana foram observadas).

A inducdo de autofagia pelo tratamento com rapamicina leva a maturagao Lerena &
do compartimento contendo M. marinum. Colombo
2011.
Mtb e BCG Mtb sobrevive em macréfagos em funcdo de inibir a biogénese do | Gutierrez et al.

fagolisossomo. A inducdo de autofagia via IFNY/IRGM se sobrepbe ao
bloqueio da maturacdo do fagossomo, liberando Mtbh e BCG em

compartimentos degradativos onde eles sdo eliminados.

A autofagia aumenta a morte lisossomal de Mtb através do recrutamento

de peptideos derivados da ubiquitina para o autofagossomo.

Pequenas moléculas potenciadoras da rapamicina induzem autofagia e

aumentam a destrui¢do do BCG pelos macrofagos.

IL-4 e IL-13 inibem a autofagia e a morte mediada por autofagia de
microorganismos intracelulares em macréfagos murinos e humanos. Ao
contrario, a indugdo de autofagia por IFNy inibe a sobrevivéncia

intracelular da micobactéria.

O SNP no gene de IFNy, um indutor de autofagia, é associado com a

resisténcia a infecgdo pelo Mtb.

A autofagia aumenta a eficicia da vacina BCG através do aumento da

apresentacdo de antigenos em células dendriticas de camundongos.

A catelicidina, uma proteina com atividade antimicrobiana, serve como

mediador da autofagia induzida por vitamina D3.

2004, Deretic
et al. 2006.

Alonso et al.

2007.

Floto et al.

2007.

Harris et al.
2007, 2009.

Pacheco et al.

2008.

Jagannath et
al. 2009.

Yuk et al.
2009.
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O é&cido latico bacteriano reforca a resposta de fagocitos mononucleares
ao antigeno de Mtb por induzir a producdo dos fatores promotores de
autofagia: IFNy e NO.

O gene Eis (“Enhanced intracellular survival”’) do Mtb modula a autofagia
de macrdéfagos, a resposta inflamatdria, e a morte celular via espécies

reativas de oxigénio.

IRGM, uma GTPase relacionada a imunidade em humanos, age sobre a
mitocondria e confere protecdo autofagica ou morte celular, explicando o

papel da IRGM na defesa contra a tuberculose.

Somente o polimorfismo -1208 A/G, da regido promotora IRGM, esta

associado com a susceptibilidade ao Mtb.

A analise de 44 genes do hospedeiro associados a regulacdo da autofagia
revelou que o Mtb é capaz de manter as vias de ativagdo de autofagia

controladas.

A estrutura da parede celular do BCG potencializa o tratamento de cancer

de célon, através da inducgdo de morte celular por autofagia.

Lipoproteinas micobacterianas ativam a autofagia via TLR2/1/CD14 e

uma funcional sinalizacdo do receptor de vitamina D3.

A lipoarabinomanana de Mtb, mas ndo de M. smegmatis inibe o acimulo

de vacuolos autofagicos em macréfagos.

Bfl-1/A1, um membro da familia Bcl-2 regula negativamente a autofagia

em macro6fagos infectados com Mtb.

GTPases de 65 kDa induzidas por IFNy protegem contra a infeccdo

bacteriana.

Camundongos deficientes em PD-1 exibem diminuida expressdo de LC3

em macrdfagos e sdo mais susceptiveis a infecgdo com Mtb.

A combinacéo de vitamina D3 com acido retindico aumenta os niveis de
DC-SIGN e receptores de manose em macréfagos THP-1, que aumentam
a captura micobacteriana, inibindo o crescimento intracelular de Mtb
através da indugdo de espécies reativas de oxigénio e autofagia.

Ghadimi et al.
2010.

Shin et al.
2010a.

Singh et al.
2010.

Cheetal.

2010.

Kumar et al.

2010.

Yuk et al.

2010.

Shin et al.
2010b.

Shui et al.
2011.

Kathania et al.
2011.

Kim et al.
2011.

Tousif et al.
2011.

Estrella et al.
2011.
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A tirosina quinase Src é o principal regulador de autofagia em células
infectadas com Mtb.

A inducéo de autofagia leva ao aumento de TNF e reducdo de IL-1p em

macrdéfagos infectados com Mtb.

As células T, pela liberagdo de IFNy, induzem autofagia, maturacéo do
fagossomo, producdo de peptideos antimicrobianos como catelicidina e
atividade antimicrobiana sobre o bacilo por uma via dependente de

vitamina D3.

O IFNy ativa os macrofagos e induz a morte das micobactérias através de
apoptose mediada por NO e independente da autofagia. No entanto, o uso
de 3-MA impede essa destruicdo de Mtb e BCG.

Uma alta carga de Mtb é capaz de induzir autofagia diretamente, sem a

necessidade de fatores indutores de autofagia exdgenos.

As proteinas ESAT-6 e CFP-10 desempenham papéis significantes na

formacdo de autofagossomos durante a infeccdo pelo Mtb.

A Corola (ou TACO) inibe a formacdo do autofagossomo ao redor do
fagossomo contendo Mtb, permitindo a sobrevivéncia da micobactéria
nos macréfagos.

O Mtb e outras NTM diretamente induzem autofagia, por uma via

independente de mTOR.

Karim et al.
2011.

Kleinnijenhius
et al. 2011.

Fabri et al.
2011.

Herbst et al.
2011.

Hartman &
Kornfeld
2011.

Zhang et al.
2012.

Seto et al.
2012,

Zullo & Lee
2012,

ML

Durante a fase inicial de crescimento do ML, ele estad presente nos
macrofagos em vaclolos de uma Unica membrana, com poucos
lisossomos proximos, e as bactérias estdo integras. No pico da fase de
crescimento, o nimero de lisossomos aumenta e o ML é localizado em
um grande nuimero de vacluolos de dupla membrana. Durante a fase
estacionéria, os macréfagos apresentam uma aparéncia vacuolar e contém
um significante nimero de lisossomos, 0 ML esta presente em vacuolos
de dupla membrana, e a maioria dessas bactérias estdo degeneradas. Esse

processo foi associado com a ativacdo dos macrofagos.

Evans & Levy
1972.
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Um estudo de microscopia eletronica observou a presenca de fagossomos
com dupla membrana em macréfagos, ap6s 40 minutos de exposi¢do ao
ML, e que posteriormente os lisossomos se fundiam com esses

fagossomos.

SNPs nos genes de TLR, que sdo capazes de ativar a autofagia, sdo

associados com a susceptibilidade a hanseniase.

O SNP no gene de NOD2, um receptor citoplasmatico conhecido por
reconhecer micobactérias (além de outras bactérias) e que é capaz de

ativar autofagia, € associado com a susceptibilidade a hanseniase.

O SNP no gene de IFNy, um indutor de autofagia, é associado com a

resisténcia a infeccdo pelo ML.

Chandi & Job
1978.

Kang & Chae
2001, Johnson
et al. 2007,
Bochud et al.
20009.

Zhang et al.
20009,
Berrington et
al. 2010.

Cardoso et al.
2010.
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